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Do musical Wicked, uma sequéncia da célebre peca de teatro O Magico de Oz.

As someone told me lately

"Everyone deserves the chance to fly!"
And if I'm flying solo

At least I'm flying free

To those who ground me

Take a message back from me

Tell them how | am defying gravity!

(...)

And nobody in all of Oz

No wizard that there is or was

Is ever gonna bring me down!

composta por Stephen Schwartz, 2001



Resumo

A prépolis vermelha do Brasil (BRP- brazilian red propolis) apresenta diversas
atividades, tais como anti-inflamatéria e citotdxica contra varias linhagens tumorais.
Visto que ha poucos trabalhos cientificos realizados com a BRP, no presente
trabalho investigamos os efeitos da mesma sobre mondcitos humanos e sobre as
linhagens tumorais prostaticas LNCaP e PC3. Para tanto, avaliamos a composicao
quimica da BRP e o efeito do seu extrato etandlico em comparagcdo ao docetaxel
sobre a expressdo de marcadores celulares (TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD80) em
monaocitos humanos, e também sobre a viabilidade das linhagens tumorais LNCaP e
PC3. Os compostos predominantes na BRP foram liquiritigenina, isoliquiritigenina,
vestitol, neovestitol, medicarpina, 7-O-metilvestitol, gutiferona E e oblongifolina B. A
BRP nao afetou a viabilidade dos mondcitos e manteve a expressdo de TLR-2,
TLR-4 e HLA-DR em todas as concentragdes avaliadas, e estimulou a expressao de
CD80 na concentragdo de 75 pg/mL. Quanto as linhagens tumorais, a PC3
mostrou-se mais resistente a acdo da BRP do que a linhagem LNCaP em todas e as
concentragbes e momentos avaliados (24, 48 e 72h), mas as 48h e 72h para
LNCAP nas concentragées de 50 a 100 ug/ml, e para PC-3 com 25 ug/ml, foram
estatisticamente iguais aqueles gerados pelo tratamento com docetaxel. Tomados
em conjunto, esses resultados fazem da BRP um composto promissor para novos

estudos na area da terapia oncoldgica.

Palavras-chave: acao antitumoral; cancer de préstata; mondcito; propolis; tumo

Abstract



Brazilian red propolis (BRP- brazilian red propolis) has several activities, such as
anti-inflammatory and cytotoxic against various tumor strains. Seeing that there are
few scientific studies carried out with BRP, in the present work we investigated the
effects of it on human monocytes of healthy individuals and on LNCaP and PC3
prostatic tumor lines. Therefore, we evaluated the chemical composition of BRP and
the effect of its ethanolic extract compared to docetaxel on the expression of cellular
markers (TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD80) in human monocytes, and also on the
viability of the LNCaP and PC3 tumor lines compared to docetaxel. The predominant
compounds in BRP were liquiritigenin, isoliquiritigenin, vestitol, neovestitol,
medicarpine, 7-O-methylvestitol, gutiferone E and oblongifolin B. BRP did not affect
monocyte viability, maintained the expression of TLR-2, TLR-4 and HLA-DR, and
stimulated the expression of CD80. As for tumor lines, PC3 was more resistant to the
action of BRP than the line LNCaP, and at 48h and 72h for LNCAP in concentrations
of 50 to 100 ug/ml, and for PC-3, 25 pg/ml, were statistically equal to those
generated by treatment with docetaxel. Taken together, these results make BRP a

promising compound for further studies in the field of oncology therapy.

Key-words: antitumor action; monocyte; propolis; prostate cancer; tumor
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1. Revisao de Literatura

Segundo o ultimo relatério da ABEMEL (Associacdo Brasileira dos
Exportadores de Mel) o Brasil exportou 27.052.938 toneladas de prépolis, gerando
um ganho de 121.298.088,00 ddlares. Nesse ultimo relatério, o Brasil figura na nona
posicao dentre os 20 maiores exportadores mundiais do produto (ABEMEL, 2018).

A propolis (CAS N° 9009-62-5) € um produto apicola constituido dos ramos,
flores, pdlen, brotos e exsudatos das arvores coletados pelas abelhas. Além desses
elementos, as abelhas adicionam a essa mistura suas préprias secrecdes salivares
e enzimas (por exemplo, ftripsina, lipase, esterase, quimiotripsina e
beta-galactosidase) presentes no seu aparato bucal produzidas pelas glandulas
hipofaringeanas, salivares e mandibulares (FRANCO et al., 2000; PEREIRA et al.,
2002; COUTO et al., 2002). O material resultante € um composto complexo de
caracteristica balsdmica e resinosa utilizado pelas abelhas na constituicao estrutural
da colmeia — por exemplo, para vedar frestas e recobrir superficies irregulares —, e
também na defesa e manutengcdo da mesma, ja que insetos e outros invasores que
venham a morrer no interior da colmeia serao embalsamados com a propolis
evitando a decomposi¢cao dos seus corpos (TORETI et al., 2013). Além disso, a
propolis também protege as abelhas de doengas que podem acometer a colbnia
(GHISALBERTI, 1979; TORETI et al., 2013).

Desde as ultimas décadas do século vinte a prépolis vem recebendo destaque
crescente dentro da comunidade cientifica pelas suas comprovadas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas. Por isso podemos encontrar a propolis na formulagao
industrial de produtos como condicionadores, xampus, sabonetes, dentifricios,
batons, balas, chas, protetores solares, géis pos-barba, cremes e pomadas
(LUSTOSA et al., 2008). Embora essas apresentagdes industrializadas sejam mais
recentes, o0 uso da propolis para fins medicinais certamente ndo o é (GHISALBERTI,
1979; SFORCIN & BANKOVA, 2011). Os egipcios ja conheciam as suas
propriedades anti-putrefativas e empregavam-na no processo de mumificagdo dos
cadaveres (SANTOS, 2015), e médicos gregos e romanos como Plinio (23 — 79
d.C.), Dioscérides (40 — 90 d.C.) e Claudio Galeno (130 — 210 d.C.) (CASTALDO &
CAPASSO, 2002) utilizavam com frequéncia a prépolis como medicamento

emergencial nas feridas dos soldados.



O estudo da composigao quimica da propolis tem sido o foco de varios
estudos (ANJUM et al., 2019; STURM & ULRIH, 2019), e para isso ha diferentes
técnicas para separacao e purificagcdo dos seus componentes como a cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC). Essa técnica permitiu a identificagdo de mais
compostos das classes dos flavondides, terpenos, fendis, ésteres, acucares,
hidrocarbonetos e minerais (MACIEJEWICZ, 2001; CAMPO FERNANDEZ et al.,
2008).

A propolis ndo pode ser usada em seu estado bruto, assim como é
encontrada nas colméias, ela deve ser purificada por técnicas de extracao para que
o material inerte seja removido e as fragbes desejaveis, como a dos polifendis,
sejam preservadas (PIETTA et al., 2002). Para tanto, os solventes mais comumente
utilizados sao a agua, o metanol, o etanol, o cloroférmio, o diclorometano, o éter e a
acetona (CVEK et al., 2008). Esses diferentes solventes podem extrair diferentes
compostos, e também influenciar suas atividades (CUNHA et al., 2004). Desses
diferentes extratos, os extratos etandlicos da prépolis tém atraido o interesse dos
pesquisadores pelas suas propriedades bioldgicas (YASUI et al., 2008; SZLISZKA et
al., 2009; LI et al., 2010). Frozza et al. (2017), por exemplo, demonstraram que os
extratos etandlicos da BRP nas concentragdes de 5, 15, 25, 35, 50 e 75 ug/mL
exerceram atividade citotoxica em células Hep-2 (carcinoma cervical) mais
proeminente do que quando comparadas ao seu extrato bruto.

Embora haja diferengas na composi¢cao quimica das amostras de propolis de
diferentes origens geograficas e botanicas, de modo geral ela € composta por 50%
de resinas, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de outras
substancias como minerais e moléculas organicas, como acidos fendlicos e os
flavondides (BANKOVA, 2005; BARLAK et al., 2011). Devido a dimensao continental
do Brasil, que abriga grande diversidade botanica e de ecossistemas, as
propriedades das prépolis produzidas aqui variam de uma regiao para a outra
(INOUE et al., 2007). A coloragao das amostras de propolis também varia e pode se
apresentar nas tonalidades vermelha, creme, amarela, verde e marrom escura ou
clara (SALATINO et al., 2005). Entretanto, a distingdo das amostras baseada em sua
coloracao nao é suficientemente precisa para a comunicagao cientifica. Para isso, a
classificagdo das amostras deve ser feita de acordo com sua origem botanica e
composi¢cdo quimica (SFORCIN, 2016). No Brasil as propolis verde, marrom e

vermelha tém como principais fontes botanicas a Baccharis dracunculifolia para a
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propolis verde; Araucaria sp. € Eucalyptus sp. (entre outras plantas) para a propolis
marrom; e Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub para a prépolis vermelha (MACHADO
DE MELO et al., 2012).

A D. ecastophyllum € uma espécie arbustiva encontrada no Brasil
majoritariamente na regido costeira, sobretudo no nordeste (nos estados de
Alagoas, Bahia, Paraiba, Sergipe e Pernambuco) em biomas de mangue (PARK et
al., 2002; SILVA et al.,, 2008). Ela é popularmente chamada de “rabo-de-bugio”,
‘marmelo-do-mangue” e “marmeleiro-da-praia”, e pertence a familia Fabaceae, que
se divide em cerca de 100 espécies (SILVA et al., 2019). No Brasil, a prépolis
vermelha foi descrita pela primeira vez nos trabalhos de DAUGSCH et al. (2008) e
atualmente integra o total de 13 tipos de prépolis descritos na literatura. Muitos
constituintes quimicos da prépolis vermelha ja foram identificados, tais como a
elemicina, a isoelemicina, o metil-eugenol, o metil isoeugenol, a formononetina, a
biocanina A, a isoliquiritigenina, a liquiritigenina, a medicarpina, a homopterocarpina,
a quercetina e o vestitol (TRUSHEVA et al., 2006; OZAN et al., 2007; SILVA et al.,
2008). Dentre seus componentes, a coloragdo caracteristica da BRP, conforme
apresentado na Figura 1, foi atribuida as isoflavonas retusapurpurinas A e B, que
sdo pigmentos pertencentes ao grupo do flavondides e estao presentes na resina de
D. ecastophyllum (PICCINELLI et al., 2011). Todavia, sua coloragcéo pode variar do
vermelho-alaranjado até vermelho intenso. Essa variagao ocorre entre diferentes
regides e mesmo dentre as amostras coletadas em uma mesma regiao (Lopez et al.,
2017).

Figura 1. Amostra de prépolis vermelha evidenciando sua coloragéao tipica. Fonte:
https://bit.ly/2neiSRY.



https://bit.ly/2neiSR7

A prépolis vermelha € uma fonte promissora de novos compostos bioativos,
haja vista suas ja relatadas atividades citotoxica e antiproliferativa em linhagens
tumorais humanas de glioblastoma (SF-295), carcinoma ovariano (OVCAR-8),
carcinoma de colon (HCT-116) e carcinoma cervical (Hep-2); antibacteriana em
Salmonella tyhphimurium; antioxidante em neutréfilos humanos; antifungica contra
Trichophyton rubrum, T. tonsurans e T. mentagrohytes; antiproliferativa;
anti-inflamatéria e imunomoduladora em ratos (SIQUEIRA et al., 2009; RIGHI et al.,
2011; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014; DE MENDONCA
et al., 2015; FROZZA et al., 2017). De acordo com Bufalo et al. (2014) e de
Figueiredo et al. (2014), também ha evidéncias do potencial imunomodulador da
prépolis devido, em parte, a sua influéncia nos eventos iniciais da resposta imune,
induzindo a expressao de receptores celulares (por exemplo, os Toll-like-receptors 2
e 4), a producgdo de citocinas (por exemplo, as de natureza pré-inflamatéria como
TNF-alfa, IL-1beta e IL-6) (ORSATTI et al., 2010), e também a geracao de espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio pelos macréfagos (ORSI et al., 2000). E
importante salientar que a propolis pode exercer tanto atividades pré-inflamatérias
quanto anti-inflamatoérias, inibindo ou estimulando a agao de diversos elementos da
resposta imunoldgica dependendo da concentracgao utilizada (SFORCIN, 2016).

Recentemente o nosso grupo de pesquisa deu inicio aos estudos de
imunomodulagdo utilizando mondcitos e células dendriticas humanas (BUFALO et
al., 2014; CONTI et al., 2016; CARDOSO et al., 2017). Os mondcitos sao as células
que dao origem a todos os outros tipos celulares que compdem o sistema
mononuclear fagocitario (HUME, 2006), importante componente do sistema imune
inato, e podem ser diferenciados dos macrofagos segundo a sua localizagao
(mondcitos no sangue e macréfagos nos tecidos), volume nuclear e citoplasmatico
(menores nos mondcitos), e diferenca nas quantidades de mieloperoxidases e
esterases nao-especificas (respectivamente em maior e menor quantidade nos
mondcitos) (WALLNER et al., 2016).

Os macrofagos tém papel importante na elaboragéo de diferentes respostas a
diferentes antigenos. Estas respostas sdo dependentes dos ligantes expressos por
essas células, dentre os quais podem-se destacar os receptores do tipo Toll (Toll-like
receptors — TLRs) (FREEMAN & GRISTEIN, 2014), que sao proteinas

transmembrana importantes para a detecgdo e o reconhecimento de patdégenos,
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para a geragao de sinais para a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-alfa, IL-1, IL-8, e também de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e
CD40 (KAWAI & AKIRA, 2010). Os TLRs sao importantes para o reconhecimento de
padrées moleculares associados a patogenos (do inglés pathogen-associated
molecular patterns — PAMPs) e também de outras moléculas, oriundas de células
estressadas, feridas, infectadas ou transformadas chamadas de padrbes
moleculares associados ao perigo (danger-associated patterns — DAMPs) (PANDEY
et al., 2015), além da distingdo daquilo que é préprio (self) do que € nao-proprio
(non-selfy (MEDZHITOV, 2001). Uma vez ativados, mediante a interacdo com os
PAMPs ou DAMPs, os dominios intracelulares dos TLRs interagem com a molécula
adaptadora MyD88 e iniciam uma cascata de sinalizagdo comum que leva a
translocagdo nuclear dos fatores de transcricdo NF-kB (nuclear factor kB), e da
proteina ativadora AP-1 (ARANCIBA et al., 2007), induzindo a produgao de citocinas
como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (TAKEDA & AKIRA, 2005).

Na indugdo da resposta imune participam também moléculas
co-estimuladoras como CD80 (CHAI et al., 1999), uma proteina de membrana
pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, que exerce diversas fungdes na
regulacdo dos sistemas imune inato e adaptativo (ZHENG et al., 2004) devido a
interacdo com CD28 e CTLA-4 presentes na superficie das células T, dos mondcitos,
das células dendriticas e das células B (OWEN et al., 2013); permitindo a rapida
comunicacéo entre essas células (VAN DER MERWE et al., 1997).

Apesar de haver um consideravel numero de trabalhos acerca da acdo da
prépolis verde sobre os mondcitos humanos, ha poucos dados do efeito da propolis
vermelha sobre essas células, dentre os quais esta o trabalho pioneiro do nosso
grupo realizado por Conti et al. (2015), cujo objetivo foi avaliar comparativamente a
inducdo da producédo de citocinas por trés amostras de prépolis, dentre elas a BRP.
NoOs aqui damos continuidade aos estudos com a BRP avaliando sua composigao
quimica e sua agao sobre os mondcitos, agora abordando também seu efeito sobre
as células neoplasicas.

Nos ultimos anos também foram investigadas in vitro e in vivo as propriedades
da prépolis vermelha contra linhagens de cancer cervical (HeLa) (ALENCAR et al.,
2007), colbnico (26-L5), melanoma (B16-BL6), cancer de pulmao (A549),
fibrossarcoma (AWALE et al., 2008), cancer de mama (MCF-7) (KAMIYA et al., 2012)

e de laringe (Hep-2) (FROZZA et al., 2013). Em relagdo aos possiveis mecanismos
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de acado da BRP, as atividades contra células neoplasicas incluem a indugdo da
apoptose e a redugado da capacidade de migracao celular (BEGNINI et al., 2014).
No que diz respeito a apoptose, Frozza et al. (2017) demonstraram que a BRP é
capaz de induzir a perda do potencial de membrana em células Hep-2
desencadeando a via mitocondrial intrinseca da apoptose (FROZZA et al., 2017).
Com relagdo a migragao celular, ela € o evento celular que permite a geracao de
metastases (COLAZZO et al., 2014), e as células metastaticas frequentemente
desenvolvem resisténcia aos tratamentos convencionais (BARRETT et al., 2017),
por isso a reducédo da capacidade de migracdo dessas células mediante o uso da
BRP é tao interessante.

O cancer é atualmente uma questdo de saude publica em todo o mundo
(SIEGEL et al.,, 2016), e o numero de casos estimados para o ano de 2020,
excluindo os canceres de pele ndo-melanoma, é de 17 milhdes, sendo esperadas
mais de 10 milhdes de mortes (INCA, 2018). Esses numeros deixam clara a
necessidade de buscar novos compostos terapéuticos para o tratamento e
prevencgao dos canceres (FROZZA et al., 2017).

Segundo o ultimo estudo da IARC (International Agency for Research in
Cancer), nas mulheres o cancer de mama foi o mais frequente em todo o mundo —
com excecdo do leste da Africa onde predominou o cancer cervical — e também o
que mais ocasionou mortes. Ja para os homens, temos o cancer de prostata como
mais frequente, seguido do cancer de pulmao e os canceres de pele ndo-melanoma.
Em mortalidade, o cancer de prostata estd em segundo lugar, atras apenas do
cancer de pulmao (FERLAY et al., 2019). Apesar da sua importancia, sua deteccao
precoce permanece controversa, pois a dosagem do PSA (Prostate Specific antigen)
utilizada como método de triagem apresenta especificidade limitada, por isso ainda é
indispensavel o exame de toque retal (TOURINHO-BARBOSA et al.,, 2016) e a
investigacao de sinais e sintomas clinicos — como dificuldade de urinar, diminuigao
do jato de urina, necessidade de urinar mais vezes ao dia, e presenga de sangue na
urina — como uma forma de prevencao secundaria que possibilita a deteccao
precoce do cancer (TOURINHO-BARBOSA et al., 2016; INCA, 2018).

Embora uma parcela dos pacientes obtenha melhora clinica com o uso das
terapias convencionais, ha aqueles que apresentam recorréncia e/ou progressao
tumoral pouco tempo depois de receberem os protocolos primarios de quimioterapia.

Alguns desses pacientes também desenvolvem metastases, o que inviabiliza o
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tratamento com intenc&o curativa, deixando-os restritos as abordagens paliativas.
Sobretudo para esses pacientes faz-se necessaria uma melhor abordagem
terapéutica (UDAGER & TOMLINS, 2018), porém, o tratamento dos céanceres
prostaticos avancados € um grande desafio, pois as multiplas mutagdes que esses
canceres acumulam contribuem para a resisténcia aos quimioterapicos,
frequentemente resultantes de alteragdes nos supressores tumorais como PTEN,
presente em 60% dos pacientes com cancer prostatico (SHEN & ABATE-SHEN,
2007) e aumento da expressdo de fatores de sobrevivéncia celular (como Bcl-2,
clAP-1, clAP-2 e survivina) que inibem proteinas das vias celulares ligadas a
apoptose (GIBBONS et al.,, 2000; FELDMAN & FELDMAN, 20010). Begnini et al.
(2014) relataram a capacidade da BRP de induzir a apoptose em células de
carcinoma de bexiga, da linhagem 5637, pelo aumento da proporgdao entre as
proteinas pré e antiapoptéticas Bax/Bcl-2, e a nivel de mRNA das caspases 9, 8 e 3.
Outros estudos demonstraram a habilidade especificamente dos polifendis de
aumentar a taxa de apoptose em diferentes linhagens celulares de cancer prostatico
resistente a agdo dos quimioterapicos convencionais (FULDA & DEBATIN 2004;
HORINAKA et al., 2006; SHANKAR et al., 2007; SIDDIQUI et al., 2008; TANIGUCHI
et al., 2008; SZLISZKA et al., 2009; JUNG et al., 2010; SZLISZKA et al., 2011 b), e a
prépolis € uma das fontes mais ricas de polifendis disponiveis na natureza
(SZLISZKA et al., 2011 a).

Existem mais de 200 linhagens e sub linhagens celulares de cancer de prostata
humano, e LNCaP e PC3 estdo entre as mais frequentemente presentes na maioria
dos artigos cientificos publicados (SOBEL & SADAR, 2005). Essas linhagens podem
ser diferenciadas de acordo com sua morfologia celular, classificagdo histolégica da
neoplasia gerada, gradagéo clinica, sitio de metastase e responsividade a ablagéo
androgénica. PC3 é uma linhagem celular neoplasica humana de origem prostatica,
mas colhida de sitio metastatico 6sseo, dando origem a um adenocarcinoma de grau
IV, portanto, uma neoplasia epitelial (KAIGHN et al., 1979). LNCaP também é uma
linhagem celular neoplasica prostatica humana, obtida de um carcinoma de sitio
metastatico linfonodal supraclavicular, positiva para receptores de estrogeno e
testosterona (HOROSZEWICZ et al.,, 1983). Ademais, as células PC3 tém alto
potencial metastatico em comparacdo com as células DU145, que tém um potencial
metastatico moderado, e as células LNCaP, que tém baixo potencial metastatico
(PULUKURI et al., 2005).
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Dado esse contexto da problematica do cancer de prostata e o potencial
terapéutico da BRP, este projeto visou avaliar os efeitos de uma amostra de propolis
vermelha sobre linhagens de cancer prostatico e sobre mondcitos humanos, no

intuito de explorar suas propriedades bioldgicas.

2. Justificativa do projeto

Considerando a escassez de trabalhos sobre as atividades bioldgicas da
propolis vermelha e visando explorar o potencial da mesma, investigamos a
influéncia da BRP sobre a viabilidade de linhagens de cancer prostatico e também
sobre as fungdes de mondcitos humanos obtidos de individuos saudaveis. Visto que
o tratamento quimioterapico convencional acarreta efeitos colaterais nos pacientes,
tais como toxicidade e imunossupressao, € de grande valia a busca de abordagens
terapéuticas que minimizem esses efeitos, 0 que é nao s6 de interesse académico,
como também da industria farmacéutica.

Esta tese é parte do pds-doutorado da Prof?. Dr2. Karina Basso Santiago.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral:

Investigar a agdo da BRP sobre linhagens celulares de cancer de prostata

(LNCaP e PC3) e sobre mondcitos humanos.

3.2. Objetivos especificos:

v Analisar a composi¢ao quimica da BRP por cromatografia liquida;

v Analisar a agdo da BRP sobre a viabilidade de linhagens celulares de
cancer de prostata (LNCaP e PC3) pelo método do MTT;
v Avaliar o efeito da BRP sobre a viabilidade de mondcitos humanos pelo

método do MTT;



v Avaliar o efeito da BRP sobre a expressdo de marcadores de superficie

celular em mondcitos humanos (TLR-2, TLR-4, HLA-DR e CD80) por
citometria de fluxo.
4. Material e métodos

4.1. Desenho experimental
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Figura 2. Esquema resumido dos procedimentos experimentais.
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4.2 BRP e Docetaxel

A BRP foi coletada em apiarios localizados na cidade de Canavieiras, estado
da Bahia, Brasil, e analisada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto - USP, pelo grupo liderado pelo Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos. Foi utilizada a
técnica de HPLC-DAD (high performance liquid chromatography with diode array
detection) em cromatografo liquido (Shimadzu ®) equipado com bombas LC-10 Avp,
controlador SCL-10 Avp, detector de matriz de diodos SPD-10 Avp e o software
Classe VP, versdo 5.02. Agua (A) com &cido férmico a 0,1% e acetonitrila (B) foram
utilizadas como fase mével. Um volume de inje¢ao de 20uL foi usado durante toda a
analise.

Para aquisicdo dos dados cromatograficos, o extrato de BRP (1mg/mL) foi
submetido a analise cromatografica em coluna Synergi Polar RP (tamanho de
particula de 4um, 4,6 x 150mm, Phenomenex®) usando o seguinte gradiente de
eluicao: 23% (B) — 100% (B) aos 32 minutos (linear), depois 100% (B) aos 34
minutos (linear) e reequilibrado aos 40 minutos com uma taxa de fluxo de
1,2mL/min.

O comprimento de onda da varredura DAD foi ajustado para 190 a 600 nm
com 0,64s de taxa de varredura. Para identificacdo dos picos, os compostos
liquiritigenina  isolada, isoliquiritigenina, vestitol, neovestitol, medicarpina,
7-O-metilvestitol, gutiferona E, e oblongifolina B foram analisados nas mesmas
condigdes.

Para a preparacdo do extrato, o material foi macerado em solugao
hidroalcodlica na proporgao 7:3, seguida de percolacdo a cada trés dias. Esse
processo foi repetido até que ndo houvesse mais BRP. As solugdes hidroalcodlicas
obtidas foram filtradas e evaporadas em evaporador rotativo e depois liofilizadas
para obtengdo dos extratos hidroalcodlicos brutos. O extrato de BRP foi entdo
diluido para obter as concentragdes desejadas.

O medicamento quimioterapico Docetaxel (CAS: 114977-28-5, Férmula:

C43Hs3NO,,), foi adquirido da Glenmark Pharmaceuticals Ltda® (S&o Paulo, Brasil).

4.3 Linhagens celulares neoplasicas prostaticas
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As linhagens celulares LNCaP (CVCL_0395) e PC3 (CVCL_0035) foram
gentilmente fornecidas pela Prof?. Dr?. Flavia Karina Dellela, do Laboratério de
matriz extracelular (LabMEC) do Instituto de Biociéncias (IBB) — UNESP, Campus de
Botucatu.

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e antibiético Pen Strep a 1%
(Thermo Fisher®), e mantidas a 37°C em atmosfera umidificada e com 5% de CO..
A avaliacdo morfologica foi feita diariamente utilizando-se um microscopio invertido
com contraste de fase para observacdo da confluéncia celular e da viabilidade

usando o corante azul de tripano e um hemocitdbmetro.

4.4 Avaliacao da viabilidade celular das linhagens prostaticas

Um total de 1 x 10* células/pogo foi adicionado a placa de cultura de 96 pocos
e apos 24 h de adesao, sob privacdo do SFB a fim de permitir a sincronizagao do
ciclo celular, essas células foram tratadas com BRP nas concentragdes de 1, 2.5, 5,
10, 20, 25, 50, 75, 100 pg/mL e docetaxel a 100 nM/mL por 24,48 e 72 h.

As concentragcdes de BRP a serem testadas foi baseadas nos experimentos
prévios conduzidos pelo grupo com a propolis e linhagens neoplasicas (WATANABE
et al., 2011; FRION-HERRERA et al., 2015; WATANABE et al., 2018). Ja a
concentragado de docetaxel foi definida mediante analise de experimentos realizados
com as linhagens tumorais prostaticas LNCaP e PC3 (OGURA et al., 2016; XIAO et
al., 2016; SPENCER et al., 2018; GHASEMI et al., 2019; CISSE et al., 2019).

As células incubadas apenas com meio ou com solvente da propolis (etanol
70%) foram utilizadas como controle.

A viabilidade celular  foi determinada pelo método MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich®, EUA), cujo principio é
a absorcédo do sal MTT pelas células viaveis e sua redugdo por agado das enzimas
desidrogenases e redutases, dando origem aos cristais de formazan que sao
insoluveis.

Apds incubacao por 24, 48 e 72 h, o sobrenadante da cultura de células foi
removido e foram adicionados 100 uL de MTT dissolvidos em meio RPMI completo,
seguidos de incubagdo adicional a 37°C por 3 h. Apds esse tempo, o MTT foi

removido e 100 yL de DMSO foram adicionados para a solubilizagao dos cristais de
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formazan. Em seguida, a densidade éptica foi lida usando um leitor ELISA de filtro
de 540 nm e as porcentagens de viabilidade celular foram calculadas. Os resultados
foram expressos em relagdo as células incubadas somente com meio de cultura,

considerado como 100% de viabilidade.

4.5 Monécitos humanos

As amostras de sangue foram obtidas de 5 voluntarios saudaveis que
assinaram um termo de consentimento para a coleta do material (Anexo 1. Protocolo
CEP 3.570.184). Foram aceitos individuos maiores de 18 anos, nao fumantes, nao
doentes e sem uso de nenhum medicamento.

Aliquotas de 20 mL foram coletadas dos pacientes e colocadas em tubos
estéreis contendo 200 uL de heparina. Posteriormente, as células mononucleares do
sangue periférico (Peripheral blood mononuclear cells- PBMCs) foram obtidas por
separagcao de gradiente Ficoll-Paque Plus® (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Suécia) por centrifugagao, e o anel de células mononucleares foi coletado e lavado
duas vezes em meio RPMI mediante centrifugagcdo por 10 min a 200 xg. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspenso em 1 mL de RPMI
completo.

ApOs a contagem das células viaveis utilizando a coloragdo com solugéo de
azul de tripano a 0,2% e uma camara de Neubauer, a concentragdo foi ajustada
para 1x107 células/mL para o isolamento de células CD14+ através de selegéo

magnética negativa.

4.6 Isolamento das células CD14+

O isolamento das células CD14+ foi realizado pela técnica de separagao
magnética negativa. As células foram incubadas com esferas magnéticas acopladas
a anticorpos monoclonais contidos no kit comercial MACS® Monocyte Isolation Kit I
Human (Miltenyi Biotec Inc, EUA). Esse kit contém coquetéis de anticorpos
biotinilados que se ligam especificamente as moléculas alvo, no entanto, o coquetel
de isolamento de células CD14+ nao contém anticorpos para essa molécula, e as
células CD14+ tendem a ndo serem marcadas pelos anticorpos biotinilados. Essa

interagdo anticorpo-biotina permite que as células marcadas sejam retidas quando
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submetidas ao campo magnético da plataforma. Portanto, as células CD14+ nao
retidas na coluna foram coletadas em tubos e utilizadas nos ensaios.

Apos o isolamento, a concentragdo celular foi ajustada para 1x10° células/mL
e foram adicionados 500 pyL dessa solugao as placas de cultura de 24 pogos (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suiga). Apds incubagéo por 24 h a 37 °C
e CO, a 5% com BRP nas concentragbes 5, 25, 50, 75 pg/mL, docetaxel na
concentracao de 100 nM/mL e LPS na concentracado de 5 pg/mL, o sobrenadante foi
coletado e as células foram usadas para avaliar sua viabilidade e a expressao de
marcadores de superficie.

As concentracdes de BRP utilizadas nesta avaliagao foram derivadas do teste
realizado com as células neoplasicas. Foram selecionadas aquelas concentragcdes
cujos resultados diferiam entre si e dentre as doses utilizadas, eliminando aquelas

com resultados pouco significativos.

4.7 Avaliacao da viabilidade celular dos mondcitos

A viabilidade celular foi avaliada apds incubacdo por 24h pelo teste

colorimétrico MTT descrito anteriormente no item 4.3.

4.8 Expressao de marcadores celulares nos monécitos

O citdmetro de fluxo FACSCalibur® (BD Becton Dickinson and Company,
EUA) foi utilizado nos ensaios de citometria de fluxo para avaliar a presenca dos
seguintes marcadores celulares: TLR-2, TLR-4, HLA-DR e CD80.

Um montante de 1x10° mondcitos/mL (500 uL) foi colocado em tubos de
citbmetro de poliestireno e centrifugado por 10 minutos a 465 g. O sobrenadante foi
descartado e as células foram incubadas a 37°C com BRP. Apds 24 h as células
foram lavadas, ressuspendidas em 1 mL de solugado eletrolitica (ISOTON IlI) e
incubadas com anticorpos monoclonais fluorescentes especificos.

Apds esse periodo, as células foram separadas em dois grupos (A e B). No
grupo A as células estimuladas foram incubadas com anticorpos anti-TLR-2
conjugados com FITC (clone TL2.1 - Biolegend, EUA) e anticorpos anti-TLR-4
conjugados com PE (clone HTA125 - Biolegend, EUA). No grupo B os mondcitos

foram incubados por 30 minutos no escuro a 4°C, com anti-HLA-DR conjugado com
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FITC (clone L243 - Biolegend, EUA), e anti-CD80 conjugado com PE (clone D210 -
Biolegend, EUA) anticorpos.

Para cada teste foi incluido um tubo contendo células com controle isotipico
dos respectivos fluorocromos. As células foram marcadas com anti-CD14 conjugado
com PerCP/Cy5.5 (clone HCD14 - Biolegend, EUA), o que permitiu a selegéo
apenas do gate de mondcitos CD14+. Apds a incubagdo, as células foram
centrifugadas por 10 minutos a 465 g para lavagem, fixadas em 500 uL de ISOTON
Il contendo 50 pL de paraformaldeido a 5% e analisadas por citometria de fluxo.

As analises foram realizadas utilizando o software CellQuest® para adquirir e
analisar multiparametros celulares. A aquisicao de 30 mil eventos por amostra foi
padronizada e a populacao de interesse foi otimizada através do estabelecimento de
parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Os resultados foram

expressos como uma porcentagem de células positivas para CD14.

4. 9 Analise estatistica

Os dados foram analisados com o software estatistico Graph Pad® (Graph
Pad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). A analise de variancia (ANOVA) e o teste
de Dunnett foram utilizados para a analise de todos os paradmetros. Um valor de P

menor que 0,05 foi considerado significativo.
5. Resultados
5.1. Composi¢ao quimica da propolis

A figura 3 mostra os resultados da HPLC-DAD. Nela, os picos representam a
absorbancia caracteristica de cada um dos componentes encontrados em
predominéncia na nossa amostra de BRP: (1) liquiritigenina, (2) isoliquiritigenina, (3)

vestitol, (4) neovestitol, (5) medicarpina, (6) 7-O-metilvestitol, (7) gutiferona E e (8)

oblongifolina B.
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Figura 3. Composi¢ao quimica da propolis vermelha produzida em Canavieiras,
Bahia, Brasil, obtida por cromatografia liquida (HPLC-DAD).

5.2. Ensaio citotoxico com as células PC3 e LNCaP

Os resultados de viabilidade expressos nas figuras 4 e 5 correspondem
respectivamente as linhagens PC3 e LNCaP.

Com relagdo as células da linhagem PC3 (Figura 4), logo as 24h as
concentragdes de 5 ug/mL e 20 ug/mL reduziram a viabilidade para 68,4% e 86,5% ,
respectivamente. As 48h destacam-se os resultados das concentracdes 25 ug/mL
com 68,7%, 10 ug/mL com 80%, 2,5 pg/mL com 83,5% e 50 ug/mL com 84,3%. E as
72h os resultados mais relevantes ocorreram nas concentragbes de 25 ug/mL, 1
ug/mL e 10 pg/mL, respectivamente com 65,5%, 84,3% e 84,2%. E possivel
identificar um efeito tempo-dependente apenas para a concentragao de 25 pg/mL. Ja
o docetaxel, por sua vez, causou uma reducao da viabilidade celular da linhagem
PC3 para 74%, 73% e 57% respectivamente apos 24, 48 e 72h

A linhagem LNCaP (Figura 5) teve sua viabilidade moderadamente afetada
pela BRP apds as primeiras 24h, sendo as concentracbes de 10 e 50 pg/mi
responsaveis pelas maiores reducbes de viabilidade, respectivamente 53,5% e
51,3%. Entretanto, os efeitos foram mais evidentes as 48h e 72h para aquelas
concentragbes dentro da faixa de 5 a 100 ug/ml, sendo a reducéo da viabilidade
proporcional a dose e ao tempo de exposi¢ao, sobretudo para as doses de 50, 75 e
100 upg/mL. Para a linhagem LNCaP o docetaxel reduziu os percentuais de
viabilidade de 67,2% as 24h, para 36% as 48h e chegou a 5,8% as 72h.

A comparagao das figuras 4 e 5 evidencia que as células da linhagem PC3
apresentaram maior resisténcia a agao citotoxica da BRP do que a linhagem LNCaP
ao longo de todo o periodo de exposigao. Assim como ocorreu para a BRP, a
linhagem LNCaP também mostrou consideravelmente mais suscetivel ao docetaxel

do que a linhagem PC3.
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Por fim, o etanol 70%, solvente da prépolis, ndo afetou significativamente a
viabilidade celular em nenhum momento ao longo do periodo avaliado, exibindo os
valores de 89,2% as 24h, 92,4% as 48h e 95,7% as 72h para a linhagem PC3, e
90,7%, 90,9% e 91,8% respectivamente as 24, 48 e 72h.para LNCAP
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Figure 4. Viabilidade (%) da linhagem PC3 apds incubagdo com meio de cultura
apenas (controle — C), propolis vermelhas em diferentes concentragdes, docetaxel
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5.3. Efeito da prépolis na viabilidade dos monécitos

O efeito da BRP sobre a viabilidade dos mondécitos humanos foi obtido em
comparacgao a viabilidade dos mondcitos do grupo controle.

Nenhuma das concentracbes de BRP afetou a viabilidade celular dos
mondcitos (Figura 6). O mesmo ocorreu para o solvente da propolis, o etanol 70%
(dados ndo mostrados). Ja o docetaxel reduziu a viabilidade dos monécitos em 5%,
ao passo que, conforme o esperado, o tratamento dos monécitos com LPS nao

afetou a viabilidade celular.
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Figura 6. Viabilidade (%) dos mondcitos apds incubagdo com meio de cultura
(controle — C), BRP em diferentes concentragdes (5, 25, 50, 75 pg/ml), docetaxel (D
— 100 nM/mL), e LPS (L — 5 ug/mL [P < 0,05]). Nivel de Significancia * 0.10, ** 0.05,

***0.01 em relacao ao controle (C).

5.4. Efeito da proépolis na expressao de TLR-2, TLR-4, HLA-DR e CD80 pelos

monocitos

A BRP (75 pg/mL) induziu aumento na expressao de CD80 (p<0.05) (Figura
7a); entretanto, ndo houve diferenca significativa nos padrbes de expressao de
TLR-2 (Figura 7c) e TLR-4 (Figura 7d) em funcéo das diferentes concentracdes de
BRP.
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Ja a exposicao das células ao docetaxel diminuiu a expressao de HLA-DR
(Figura 7b) para 77,4%, em comparagédo ao controle com 88,9%, e de TLR-4
(Figura 7d), para 8,1% em comparagao ao controle com 17%.

O LPS, utilizado como controle positivo, estimulou a expressao tanto de CD80
(Figura 7a) alcancando 35,5% contra 10,8% do controle ndo-tratado, sendo na
expressao relativa esse incremento similar aquele induzido pela BRP (75 ug/mL),
quanto de TLR-4 (36,3% - Figura 7d). Ja os niveis de expressado de TLR-2 (Figura
7c) e HLA-DR (Figura 7d) ndo foram alterados pelo tratamento com LPS.
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Figura 7. Expressado (%) de CD80 (a), HLA-DR (b), TLR-2 (c) e TLR-4 (d) por
mondcitos humanos incubados por 24h com meio de cultura (controle — C), propolis
vermelha (5, 25, 50 e 75 pg/ml), docetaxel (D — 100 nM/mL) e LPS (L — 5 pug/ml). *
P < 0,05 vs. controle (média + DP; n = 5). Nivel de Significancia * 0.10, ** 0.05, ***

0.01 com relagao ao controle (C).
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6. Discussao

A propolis vermelha foi o décimo segundo tipo de prépolis catalogada no
Brasil (FRANCHIN et al, 2018), e por haver todos esses tipos, a propolis é
considerada um dos produtos naturais mais heterogéneos (RIGHI et al., 2013). Por
isso a padronizagdo é uma necessidade para a industria farmacéutica, pois permite
que a constituicdo quimica e a atividade do produto se mantenham ao longo de todo
um ciclo de producédo e venda (SENA-LOPES et al., 2018). Assim, antes de dar
inicio aos ensaios bioldgicos, a composi¢do quimica da nossa amostra de BRP foi
investigada utilizando a cromatografia liquida, que permite a separagao, identificacéo
e determinagdo dos componentes quimicos presentes em amostras complexas
(GAO et al., 2003, RIJIKE et al., 2006) de acordo com seu peso molecular (SILVA,
2016).

Os resultados revelaram que os principais componentes da nossa amostra de
BRP sao a liquiritigenina (da classe das flavononas), a isoliquiritigenina (um
composto fendlico), o vestitol (uma isoflavona), o neovestitol (um isoflavondide), a
medicarpina (um pterocarpano, derivado dos flavondides), o 7-O-metilvestitol (um
isoflavondide), a gutiferona E, e a oblongifolina B (ambas pertencentes a classe das
benzofenonas).

A composigdo quimica da propolis esta diretamente relacionada ao
ecossistema e a biodiversidade da regidao onde as abelhas coletam as substancias
para a sua produgdo (CABRAL et al., 2009). Na litoral da Bahia, onde se localiza a
cidade de Canavieiras de onde provém nossa amostra de BRP, € comum a presenca
da D. ecastophyllum (QUEIROZ, 2012), a qual identificamos como fonte botanica da
nossa amostra haja vista a semelhanga com o perfil quimico dessa planta ja descrito
previamente em outros trabalhos (SAHA et a., 2013; CCANA-CCAPATINTA et al.,
2020).

A liquiritigenina foi identificada dentre os componentes predominantes
também de outras amostras de BRP coletadas nos estados de Sergipe, Alagoas,
Paraiba, Espirito Santo e Santa Catarina (SILVA et al.; 2008; LOPEZ et al., 2014).
Além disso, a capacidade antioxidante da propolis vermelha (MATOS et al., 2014;
DO NASCIMENTO et al., 2016) pode ser atribuida a isoliquiritigenina que apresentou
a melhor atividade antioxidante dos compostos da BRP avaliados no trabalho de

Lopez et al. (2017). Ja o 7-O-metilvestitol, também predominante na nossa amostra,
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demonstrou baixa atividade antioxidante no mesmo estudo. A isoliquiritigenina
também apresentou atividade citotéxica contra as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
(PENG et al., 2016). Para as gutiferonas também foi descrito potencial antitumoral e
antineoplasico (DE MENDONCA et al., 2015), e Arruda et al. (2018) afirmam que
quanto maior a incidéncia solar e a temperatura, maior € a concentracdo das
gutiferonas (ARRUDA, 2018), uma observagao interessante para o Brasil, um pais
de clima tropical e com alta incidéncia solar ao longo do ano todo. As benzofenonas,
gutiferona E e a oblongifolina, também estdo presentes na composigdo de amostras
de BRP do estado de Alagoas, de Cuba (PICCINELLI et al., 2011) e do estado do
Amazonas (ISHIDA et al. 2011).

Esses dados comprovam que amostras de BRP de outras regides do Brasil, e
também de Cuba, possuem similaridades entre elas devido a presenca da D.
Ecastophyllum nessas regides (SILVA et al.; 2008; PICCINELLI et al., 2011; LOPEZ
et al., 2014).

Dentre os componentes predominantes na nossa amostra de BRP
prevalecem os compostos fendlicos, que possuem em sua constituicdo molecular
um ou mais grupamentos hidroxilicos (O-H) ou metoxilicos (C30H) que l|hes
conferem capacidade antioxidante e portanto potencial uso no tratamento dos
canceres, ja que o dano oxidativo ao material genético celular € um possivel fator
iniciador e mantenedor da carcinogénese (BRAVO et al., 1998). Essas capacidades
antioxidantes estdo relatadas particularmente para a liquiritigenina e o metilvestitol
(LOPEZ et al., 2017) presentes na nossa amostra.

A BRP é de fato rica em compostos fendlicos (CABRAL et al., 2009; RIGHI et
al., 2011) e em algumas amostras, como a nossa e a do estado de Alagoas, os
isoflavondides como flavonas, flavononas, isoflavonas e flavondis prevalecem sobre
os outros componentes (SILVA et al., 2008; REGUEIRA NETO et al.,, 2017). A
mesma predominancia foi observada por Righi et al. (2011) trabalhando com a BRP
da cidade de Maceio, também no estado de Alagoas como SILVA et al. (2008).
Dentre os flavondides em maior quantidade estavam as chalconas, as isoflavonas, o
(3S)-Vestitol e (3S)-7-O-metilvestitol, e medicarpina. Resultado semelhante foi
observado em uma amostra de BRP coletada no sul do estado da Paraiba, na qual
predominaram isoflavondides, isoflavonas, flavanonas e flavonoides (AWALE et al.,
2008). Integrantes de todos esses grupos quimicos estdo presentes também na

nossa amostra, e esse predominio de compostos fendlicos, dentre os quais se
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destacam frequentemente os flavondides, péde ser visto também em amostras de
outros paises como México, Cuba e Venezuela (TRUSHEVA et al., 2004; CAMPO
FERNANDEZ, et al., 2008; LOTTI et al., 2010; PICCINELLI et al., 2011), o que
comprova que amostras de locais diferentes para as quais foram descritas outras
fontes botanicas, sendo a D. ecastophyllum para o Brasil; Clusia scrobiculata,
Clusia minor e Clusia major para a Venezuela (TOMAS-BARBERAN et al., 1993;
TRUSHEVA et al., 2004; TRUSHEVA, et al., 2006); e Clusia rosea para a propolis
vermelha de origem cubana (CUESTA-RUBIO et al., 2002) podem compartilhar
componentes e fungdes (DABAS et al., 2019; JUNG et al., 2019; KHOO et al., 2019).

Os flavondides sdo as principais substancias responsaveis pelas atividades
antitumoral (DE CARVALHO et al., 2020), antioxidante (REN et al., 2003, WANG et
al.,, 2008; FIRUZI et al., 2013), citotoxica (FIRUZI et al., 2013), citoprotetora,
anti-inflamatéria (WANG et al., 2008), hepatoprotetora, nefroprotetora e
cardioprotetora (REN et al., 2003) apresentadas pelas amostras de prépolis
vermelha. Muitos desses compostos fendlicos sao considerados fitoestréogenos e
também fitoesterdis, e ambos ja foram identificados em amostras de propolis
(LOPEZ et al., 2017), e se dividem em grupo de compostos como as chalconas e os
flavondides (ABIDI, 2001; SIROTKIN & HARRATH, 2014), ambos presentes na
nossa amostra de BRP e também naquelas dos estados de Alagoas, Bahia e
Paraiba (LOPEZ et al. (2017). Os fitoesterdis por serem precursores da sintese
hormonal nos seres humanos e atuarem como antioxidantes (ABIDI, 2001), podem
atuar na prevengao dos canceres (OSTLUND, 2002; BRADFORD & AWAD, 2007;
FERNANDES & CABRAL, 2007).

A acgao da propolis e dos seus compostos como os flavondides contra células
tumorais vem sendo relatada ao longo das ultimas décadas em relagdo as linhagens
prostaticas (WATANABE et al., 2011; ZINGUE et al., 2020, BANZATO et al., 2020).
Moraes et al. (2010) compararam os efeitos das prépolis brasileiras verde (B.
dracunculifolia) e vermelha (D. ecastophyllum) em duas linhagens celulares
prostaticas humanas, sendo uma neoplasica (RC-58T/h/SA#4) e outra normal
(PrEC), e reportaram para a linhagem neoplasica uma diminuicdo de 50% da
viabilidade apds 48h com concentragdes de 2,75 ug/mL e 5 pg/mL, respectivamente
para as propolis vemelha e verde, concluindo que a propolis vermelha possui um
efeito inibitério maior que o da propolis verde. Além disso, o efeito da propolis

vermelha também se mostrou mais pronunciado na linhagem neoplasica em
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comparagao a linhagem normal. Skjgth e Issinger (2006) analisaram a agao da BRP
em quatro linhagens celulares prostaticas neoplasicas (DU-145, PC-3, LNCaP e
22RV1), e foi neste estudo que nos baseamos para a escolha das linhagens LNCaP
e PC3 para o presente trabalho, ja que os resultados as apontaram como bons
modelos experimentais para analise de efeitos e mecanismos de acdo de agentes
quimioterapicos.

Quanto a viabilidade celular, nas células da linhagem PC3 (Figura 4) foi
possivel identificar um efeito tempo-dependente para a concentragdo de 25 ug/mL,
ja a linhagem LNCaP (Figura 5) teve os efeitos mais evidentes as 48h e 72h para
aquelas concentragbes dentro da faixa de 5 a 100 pg/mL, sendo a redugdo da
viabilidade proporcional a dose e ao tempo de exposi¢ao, sobretudo para as doses
de 50, 75 e 100 pg/mL. N6s ndo encontramos na literatura estudos que expliquem
porque a PC3 demonstrou-se mais resistente que LNCaP a acdo da BRP ou outras
prépolis. Entretanto, ha relatos comparativos entre as duas linhagens frente ao uso
do docetaxel, por isso retomaremos essa questao adiante nessa discussao.

Turan et al. (2015) avaliaram o efeito citotdxico da propolis turca na linhagem
PC3 e outras quatro diferentes linhagens de células neoplasicas (carcinoma
hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma de colon (WiDr), adenocarcinoma cervical
(HeLa) e adenocarcinoma mamario (MCF-7)), e apés 72h a concentragcédo de 20,7
Mg/mL foi capaz de reduzir a viabilidade da linhagem PC3 em 50%, e tal efeito se
aproxima daquele que obtivemos com a mesma linhagem as 72h utilizando 25
Mg/mL de BRP. Os autores também relatam um IC50 de 20 ug/mL, as 72h, e nos
nossos experimentos nessas mesmas condi¢des a linhagem atingiu 100% de
viabilidade. Vale ressaltar que a composi¢cao quimica das propolis verde turca e da
BRP sao diferentes (POPOVA et al., 2005), o que explica parcialmente a diferenca
dos resultados obtidos. Embora os autores ndo definam a origem boténica da
amostra, eles salientam uma elevada porcentagem de flavondides e polifendis, sem
discriminar também quais sdo. Salim et al. (2015) também trabalharam com a
linhagem PC3, mas utilizando-se da prépolis egipcia, e apds 72h os autores notaram
alteragdes morfoldgicas celulares (redu¢do gradual do tamanho, arredondamento e
encolhimento, descolamento da superficie dos frascos de cultura de tecidos e
ruptura celular) compativeis com um efeito citotoxico e indugéao da apoptose.

O aumento na viabilidade celular mediante a exposicdo a propolis, como

obtivemos para ambas as linhagens neoplasicas em momentos e concentragdes
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variadas (Figuras 4 e 5), ja foram observadas por Kuntz et al. (1999) e De Mendonga
et al. (2015). Ambos os autores apontam para um efeito citoprotetor devido as
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos da prépolis verde (KUNTZ et
al., 1999) e do extrato etandlico da BRP (DE MENDONCA et al., 2015). A nossa
amostra de propolis apresenta de fato um predominio de compostos com
pronunciada atividade antioxidante como o metivestitol e o liquiritigenina (LOPEZ et
al., 2017), justificando a possibilidade de observacado desse efeito; e Wang et al.
(2008) comentam que o efeito citoprotetor dos compostos fendlicos é diretamente
proporcional a lipofilicidade dessas moléculas, que favorece sua interagdo com a
bicamada lipidica das células, tanto da membrana celular quanto nuclear, e sua agao
como antioxidante.

De Mendonga et al. (2015) relatam que, apds 72h de incubagao das células
das linhagens SF-295, OVCAR-8 e HCT-116 com extrato etandlico da BRP nas
concentragbes de 0,09 e 12,5ug/mL, houve proliferagdo celular, ainda que
discretamente e de maneira nao significativa em relagcdo ao grupo controle. Ja na
concentragdo de 50 pg/mL houve atividade citotoxica em todas essas linhagens,
provando que a ag¢ao da prépolis depende da concentragao na qual ela é utilizada.
Entretanto, ndo é possivel prever a agao citoprotetora, ou inibidora da proliferacéao
celular e indutora da apoptose baseada na composicdao quimica e estrutura dos
flavonoides. Na verdade essas atividades decorrem de interagdes complexas e
podem ser influenciadas até pela quantidade de oxigénio dissolvido no sistema que
esta sendo analisado. Também ndo ha correlacdo entre suas propriedades
antioxidantes e a indugdao da apoptose ou parada do ciclo celular (KUNTZ et al.,
1999).

Nossos resultados obtidos com a linhagem LNCaP sao superiores aqueles
obtido nos dois estudos realizados por Szliszka et al. (2011a, 2011b) que,
trabalhando com duas amostras de prépolis verde de origens distintas observaram
para a propolis brasileira as 48h efeito citotoxico na linhagem LNCaP de 3 e 8%
respectivamente para as concentragdes de 20 e 50 uyg/mL, e para a propolis
polonesa na concentragdo de 50 ug/mL a citotoxicidade foi de 24%. Ja os nossos
resultados para as concentracbes de 20 e 50 pg/mL foram 43 e 66% de
citotoxicidade. O unico trabalho que encontramos acerca do efeito da BRP sobre a
linhagem foi o de Kamiya et al. (2012), comparando o efeito das prépolis chinesa,

verde brasileira e BRP na viabilidade de quatro linhagens celulares (carcinoma
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mamario (MCF-7), fibroblastos humanos, carcinoma prostatico (LNCaP) e carcinoma
mamario (ZR-75-1)). Ambas as propolis brasileiras demonstraram efeito superior a
prépolis chinesa, mas exibiram resultados estatisticamente iguais entre si. Embora
os autores ndo tenham fornecido os valores numeéricos para a viabilidade, é possivel
identificar graficamente que nosso resultado obtido com a concentragéo de 10ug/mL
as 24h foi superior. O autor sugere que o efeito apoptdético das trés amostras de
propolis pode estar associado a interagdo do produto com os receptores de
estrogeno, fato ja relatado por Popolo et al., (2009) cujo estudo com a proépolis
argelina demonstra maior taxa apoptoética da linhagem celular neoplasica que
expressa receptores de estrogeno (MCF-7) em comparagdo aquela que nao
expressa (MDA-MB-231). Essa diferenca de responsividade ao estrogeno pode ser
também vista nas linhagens prostaticas que se mostram progressivamente
independentes a ele ao adquirirem mais caracteristicas de malignidade (BOSLAND,
2005), como ocorre na comparagao entre as linhagens LNCaP e PC3,
respectivamente. Zabaiou et al. (2019) também demonstraram o efeito
anti-androgénico da propolis nas células LNCaP afetando genes relacionados a
proliferacdo celular, induzindo as células a parada do ciclo celular e consequente
apoptose; o que provavelmente ndo ocorreria na linhagem PC3 que é resistente a
ablacado androgénica. Essas diferengas também justificam a diferenca de resultados
que obtivemos entre as duas linhagens.

No que diz respeito a relagdo dose-dependente ela ocorre apenas para a
linhagem LNCaP (Figura 5), e foi observada também nos trabalhos publicados por
Szliszka et al. (2009, 2011a, 2011b) ao trabalharem com as linhagens celulares de
prostata (DU145 e LNCaP) frente as propolis de origem brasileira e polonesa (de
origens botanicas variadas, porém, nenhuma classificada como propolis vermelha). .
Embora essa ac¢ao tempo ou dose-dependente da propolis seja comumente relatada
na literatura, ndo a encontramos descrita para a linhagem PC3.

Assim como para a BRP, o docetaxel também foi capaz de reduzir o
percentual de viabilidade celular da linhagem LNCaP de maneira tempo-dependente,
enquanto a linhagem PC3 novamente se mostrou mais resistente.

Catz e Johnson (2003) destacam que os mecanismos de resisténcia,variam
de acordo com o quimioterapico testado, pois eles agem de maneiras diversas, € 0
mecanismo de acdo do docetaxel consiste na sua ligagdo a proteina beta-tubulina

que compdéem os microtubulos do citoesqueleto das células, causando sua
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estabilizacdo, o que leva a parada da divisdo celular, e subsequentemente a
apoptose (CHAN et al., 2005). Como a linhagem PC3 nao expressa o gene da P53,
ela apresenta maiores niveis de expressao das proteinas antiapoptéticas Bcl-2, p21,
p16, e consequentemente maior resisténcia a apoptose. Ao que se soma o efeito da
expressdo do gene SIRT1 (Silent mating type information regulation 2 homolog 1)
(CHU et al., 2005, KOJIMA et al., 2008) que promove a desacetilacdo dos genes
responsaveis pelos supressores tumores tumorais p53 e NF-kB, impedindo sua
tradugdo (MICHAN & SINCLAIR, 2007). E mais recentemente demonstrou-se
também a importancia dos microRNAs miR-21, miR-199a e miR140, na resisténcia
quimioterapica da PC3 (FUJITA et al., 2008; CHEN et al.,2008; SONG et al., 2009;
SHI et al., 2010). Essa resisténcia a apoptose também pode ser um dos motivos que
explica os resultados de viabilidade obtidos com a BRP por nés, ja que a indugao da
apoptose é um dos mecanismo mais frequentemente descritos para a BRP
(FROZZA et al., 2007; BEGNINI et al., 2014), conforme ja abordamos anteriormente.

A resisténcia medicamentosa, particularmente em relagdo aos
quimioterapicos (HEMAISWARYA & DOUBLE, 2006), € um tema para o qual a
Organizagdo Mundial da Saude ja manifestou sua preocupagao (OMS, 2017), mas
outro ponto negativo do uso dos quimioterapicos convencionais € 0 mau progndéstico
gerado devido aos efeitos colaterais (MATOS et al., 2012), uma vez que a
quimioterapia afeta também as células normais com alta atividade mitética e um
ciclo celular curto, como as que compdem o tecido hematopoiético (medula 6ssea)
(ANDRADE & SILVA, 2007). A toxicidade €& a principal desvantagem dos
quimioterapicos (DEVITA & CHU, 2008) e pode apresentar-se dentro de poucas
horas, dias, meses ou até mesmo anos apds a sua administracdo. Portanto, para
avaliar a resposta clinica a um agente quimioterapico deve-se levar em conta
também a contagem das células sanguineas (das séries branca e vermelha, e
também os trombdcitos) (ANDRADE & SILVA, 2007), ja que a presencga de infecgdes
no paciente oncolégico é considerada contra-indicagdo absoluta para o inicio ou
continuidade do protocolo terapéutico, e é fato que a diminuigcdo dos elementos
figurados do sangue aumenta a chance dessas infecgbes ocorrerem (BENDER,
2002; DEVITA & CHU, 2008).

Das células do sistema imune nds optamos por avaliar os monaocitos, dada a
sua importancia para a resposta imune pela capacidade de reconhecer PAMPs e

DAMPs via Receptores de reconhecimento de padrées ou RRPs (do inglés Pattern
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recognition receptors ou PRRs). Essas células podem fagocitar e apresentar
antigenos, secretar citocinas e se proliferar em resposta a injuria tecidual, que pode
ter origem inclusive no processo neoplasico que ocasiona desbalangcos no
microambiente tecidual, morte do tecido saudavel, inflamagéo e até necrose (CHIU &
BHARAT, 2017). No nosso estudo o docetaxel causou um decréscimo na viabilidade
dos mondécitos de apenas 5%, entretanto, vale ressaltar que os mondcitos
geralmente nao se proliferam in vitro, a ndo ser que condi¢gdes especiais sejam
oferecidas (SWIRSKI et al., 2014), como a co-cultura e adicdo de fatores
estimulantes como o fator estimulador de colénias de macréfago (G-MCS) e outras
citocinas com interleucinas 1, 3 e 6 (KADOI, 2011). Portanto, é esperado que o
docetaxel ndo haja nessas células. Evidentemente em experimentos in vivo os
resultados sao diferentes, Sato et al. (2012) demonstraram que a monoterapia com
docetaxel em pacientes com neoplasias variadas, dentre as quais as prostaticas, é
indutora de neutropenia em diversos graus; e que a monopenia precede a
neutropenia. A contagem dos mondcitos €, portanto, um fator preditivo também de
mau prognostico e indicador de inflamagéao sistémica (SHIGETA et al., 2016).

Com relacdo a BRP, em todas as concentracbes testadas em nossos
experimentos, nenhum efeito na viabilidade dos mondécitos foi observado, assim
como ocorreu nos trabalhos de outros autores que também utilizaram a BRP e a
propolis verde e avaliaram seus efeitos sobre os mondcitos humanos
(BUENO-SILVA et al., 2015; CONTI et al., 2015; SANTIAGO et al., 2016), tanto em
concentragdes inferiores as aqui testadas (0,2; 1,0; 2,0 (SANTIAGO et al., 2016))
quanto igual a nossa concentragdo maxima de 100 ug/mL (BUENO-SILVA et al.,
2015; CONTI et al., 2015). Ao migrarem da circulagao para os tecidos, os mondcitos
se diferenciam em macréfagos e células dendriticas. Além da fungéo fagocitaria os
macrofagos também secretam citocinas para recrutar outras células do sistema
imune, e podem migrar para os linfonodos para fazer a apresentagao de antigenos
para as células T (CHIU & BHARAT, 2016). Por isso, Xool-Tamayo et al. (2020)
também avaliaram a viabilidade de macréfagos peritoneais de ratos tratados com a
prépolis (origem nao especificada) e ela ndo foi afetada, fazendo da prépolis uma
opg¢ao mais viavel para compor os protocolos antineoplasicos, evitando a grande
desvantagem da mielotoxicidade e consequente impacto na imunidade dos

pacientes.
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O efeito imunomodulador da prépolis se deve principalmente a sua agao nos
monaocitos e nos seus receptores responsaveis pelo reconhecimento dos DAMPS e
dos PAMPS, como os TLRs (SFORCIN et al., 2007), e a expressao da proteina
HLA-DR na superficie do mondcitos juntamente com o antigeno, como aqueles que
as células neoplasicas expressam, a ser apresentado pelas células T é fundamental
para o seu reconhecimento e proliferacdo dessas células (BUFALO et al, 2014).
HLA-DR é o produto mais frequentemente expresso pelos mondcitos dentre todos
os MHC (Major histocompatibility complex) de classe Il, e o decréscimo na sua
expressao esta associado a imunossupressao [CHEADLE et al., 1991]. O HLA-DR
(SKRZECZYNSKA-MONCZNIK et al.,, 2008) também ¢é responsavel pela
apresentacao do CD80, um coestimulador da ativagao de células T (BARTON &
MEDZHITOV, 2003; PALM & MEDZHITOV, 2009) que também participam da
resposta imune aos canceres (CHEN & MELLMAN, 2013). Por isso mesmo,
optamos por avaliar em nosso trabalho a expressao de TLR-2, TLR-4, CD80 e
HLA-DR pelos mondcitos.

No nosso trabalho, o tratamento com a BRP induziu a manutencéo da taxa de
expresséo de TLR-2 e TLR-4, ja o docetaxel diminuiu a expresséo de TLR-4 (p<0.1)
, ambos em comparagdo ao grupo controle. Bueno-Silva et al. (2015) reportaram
uma diminuicdo na expressao dos genes relacionados aos TLRs 2 e 4 (sendo eles
Cd14, EIk1, Pik3cg, Tirap e TL-4) em macrofagos tratados com a BRP, atenuando a
resposta inflamatoria induzida pela exposigao dos macréfagos ao LPS. Os autores
demonstraram que esse potencial antiinflamatoério da BRP se deve a sua capacidade
de diminuir a transcricao dos genes ou inibir as vias celulares relacionadas a
indugdo da resposta inflamatéria nos macréfagos (PI3K, AKT, MAPK, além dos
receptores TLR e CD14+). Eles também destacam que esse perfil antiinflamatério
pode se dever a presengca dominante de componentes como o neovestitol, que
também esta presente na nossa amostra de BRP. Ja Orsatti et al. (2010) reportaram
aumento na expressdao de ambos TLRs 2 e 4 em macréfagos de camundongos
tratados com a propolis verde. Esses resultados opostos mais uma vez endossam o
carater variavel de agao da prépolis. Segundo Bufalo et al. (2014) os componentes
da propolis podem interagir tanto com TL-2 quanto com TL-4, disparando a ativagao
de fatores como NF-kB e AP-1, que induzem a expressao dos genes responsaveis
pela producdo de citocinas e outros mediadores quimicos da resposta imunolégica

como IL-1B and IL-6, comprovando sua capacidade de dar inicio e influenciar a

29



resposta imune. Por isso consideramos que a manutengao da taxa de expressao de
receptores € um resultado positivo para a resposta aos canceres.

Quanto a expresséo de CD80, a BRP na concentragdo de 75 ug/mL induziu
um aumento de 18% (p<0.05) da sua expressdo em comparagao ao grupo controle.
Bufalo et al. (2014) também reportaram um aumento na expressdo de CD80 pelos
mondcitos apds o tratamento com a propolis verde (100 pg/ml) e também com o
acido cafeico, um derivado fendlico da prépolis (BUFALO & SFORCIN et al., 2015).
Diferentemente desses resultados, Conti et al. (2013), trabalhando com outro
componente fendlico da propolis verde, o acido cinamico, reportaram uma
diminuicdo da expressdo de CD80 pelos mondécitos. Assim como os trés trabalhos
citados, ndés também propomos que esse aumento no CD80 favorece o
reconhecimento de patdégenos e a ativagdo das células T, pois CD80 é a molécula
coestimuladora mais importante para a ativacdo dessas células que séao
fundamentais no reconhecimento de antigenos expressos por células neoplasicas
(UVEBRANT, 2007). Recentemente, Horn et al. (2018) demonstraram in vivo a
possibilidade do uso terapéutico de uma apresentacao soluvel do CD80 (CD80-FC)
em pacientes oncoldgicos devido a capacidade ambivalente dessa molécula em
simultaneamente inibir PDL-1 e ativar as células T mediante CD28. A expresséo do
ligante PDL-1 € uma das maneiras pela qual as células neoplasicas escapam ao
sistema imune, por induzirem apoptose e anergia nas células T (KEIR et al., 2008).
O CD28 também ¢é expresso pelas células T, prové sinais co-estimulatérios para
ativacao e sobrevivéncia dessas células, e também é um receptor para o CD80. Os
autores reportam ainda que a administragdo do CD80-FC aumenta a ativacédo das
células T no microambiente tumoral e aumenta a sobrevida das cobaias, mesmo
naqueles cujos tumores ja estdo grandes e bem estabelecidos.

No nosso estudo a propolis também manteve os niveis de expressao de
HLA-DR, ja o docetaxel diminuiu a expressdo de HLA-DR (p<0.05). Bufalo et al.
(2014), Conti et al. (2016) e Santiago et al. (2016) também reportaram a manutencéo
da expressao de HLA-DR nos mondcitos tratados com a propolis nas concentragdes
de 5 a 100 pg/mL. O HLA-DR é uma molécula crucial na apresentacao antigénica, e
sua expressao nos monocitos € considerada um marcador de imunocompeténcia do
hospedeiro, ja a diminuicdo da sua expressao € uma alteragdo caracteristica de
pacientes doentes (TILLINGER et al., 2014). Em pacientes com melanoma, Ugurel

et al. (2004) observaram uma diminuicdo da expressao de HLA-DR associada a
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progressao da doenga, pois ele reflete uma ineficacia da apresentagcdo de antigenos,
dificultando a resposta imune especifica, por exemplo a um antigeno tumoral. No
mesmo ano, Luczynski et al. (2004) também reportaram uma diminuicdo da
expressdo de HLA-DR nos mondcitos do sangue periférico de pacientes com
neoplasias variadas (leucemia linfoblastica aguda, de linffoma Hodgkin e
nao-Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms, osteosarcoma, histiocitose de células
de Langerhans e rabdomiossarcoma) no momento do diagnéstico, apds a remissao,
durante o tratamento e um ano apods o fim da terapéutica oncolédgica. Os autores
também apontam que uma menor contagem de mondcitos ativados € responsavel
pelo déficit na resposta imune facilitando a evasao das células neoplasicas. Por isso
consideramos positiva para a fungado de imunomodulagao a manutencao do nivel de

expressao dessa proteina.

7. Conclusao

Nossa amostra de BRP apresentou um predominio de compostos fendlicos na
sua composi¢ao quimica que lhe confere os efeitos citotoxicos sobre as linhagens
neoplasicas e imunomodulador nos mondcitos humanos. Além disso, algumas
concentracdes da prépolis foram tado efetivas quanto o docetaxel na redugcdo da
viabilidade celular das linhagens neoplasicas. Esses achados em conjunto fazem da

BRP um composto promissor para novos estudos na area da terapia oncolégica.
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ANEXO 1

AVA

UNESP “%" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE BOTUCATU
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
BOTUCATU/SP - CEP: 18618-970 - FONE: (14) 3880-0445

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

CONVIDO o(a) Senhor(a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado " A¢do imunomoduladora
da prépolis vermelha sobre mondcitos humanos e citotoxica sobre células de cancer prostatico", que sera
desenvolvido por mim, Jodo Carlos Zamae Rodrigues, sob orientacdo do Professor José Mauricio Sforcin, do
Instituto de Biociéncias (UNESP - Botucatu).

Estou estudando os efeitos da propolis vermelha sobre determinadas células do sistema imunolégico
(mondcitos). Para que eu possa obter estas células, preciso coletar 20 mL do seu sangue. Sua participacdo nesta
pesquisa se dara por ser uma pessoa saudavel, sem nenhum tipo de doenca. O(a) senhor(a) ndo sera tratado(a)
com a prépolis, apenas as suas células. O Unico risco para o(a) senhor(a) serd em relagdo a picada da agulha
para a coleta de sangue, que podera ser dolorida e no local podera aparecer uma mancha roxa e ficar sensivel.

O material bioldgico que coletaremos do(a) senhor(a) sera utilizado em sua totalidade, ndo restando
material para ser utilizado em outro projeto de pesquisa. O(a) senhor(a) ndo tera beneficio direto em participar
desta pesquisa, porém com sua doag¢do permitird a realizagdo desta pesquisa, a qual podera beneficiar futuros
pacientes com baixa imunidade.

Fique ciente de que sua participagdo neste estudo é voluntaria e que, mesmo apéds ter dado seu
consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retird-lo a qualquer momento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é elaborado em 2 vias de igual teor: 01 via sera
entregue ao(a) Senhor(a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos pesquisadores
por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa. Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em
contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona
de 22 a3 62 feira das 8.00 as 11h30 e das 14h00 as 17 horas, na Chacara Butignolli s/n2 em Rubido Junior —
Botucatu - S3o Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito.

Ap0Os terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR de
forma voluntdria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em

revistas cientificas, sem que minha identidade seja revelada.

Nome e assinatura do sujeito de pesquisa:

Local e data:
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