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Resumo

Céncer é um grupo de doengas que atingem pessoas em todo 0 mundo, causando milhdes de
morte anualmente. Docetaxel (DTX) é uma das abordagens terapéuticas mais utilizadas contra
canceres de mama. Todavia, quimioterapicos podem apresentar efeitos colaterais, tais como
toxicidade e imunossupressao, podendo levar ao aparecimento de infec¢Ges. Para minimizar os
efeitos colaterais causados pela quimioterapia, tem-se investigado a associacdo entre
quimioterapicos e produtos naturais. Propolis € um produto apicola que apresenta muitas
atividades farmacoldgicas. Neste trabalho, investigamos a acdo citotoxica e imunomoduladora
de uma associacdo entre extrato etandlico de propolis (EEP) e docetaxel (DTX) sobre a
linhagem celular MCF-7 de cancer de mama e sobre monadcitos obtidos de mulheres saudaveis.
O potencial citotéxico da combinacdo EEP+DTX sobre a linhagem MCF-7 e mondcitos foi
verificado por ensaio de viabilidade celular (MTT); e o tipo de morte celular (apoptose/necrose)
foi avaliado por citometria de fluxo. Os efeitos de EEP, DTX e EEP+DTX sobre a migracéo e
invasdo das células MCF-7 também foram investigados. A producdo das citocinas IL-1f3, TNF-
a, IL-6 e IL-10 por mondcitos foi verificada por ELISA; a expressdo dos marcadores celulares
HLA-DR, CD80, TLR-2 e TLR-4 foi avaliada por citometria de fluxo. Também foi avaliada a
atividade fungicida de mondcitos contra Candida albicans e a producéo de espécies reativas do
oxigénio (EROs). O impacto do sobrenadante de mondcitos tratados sobre a viabilidade,
migracdo e invasdo das células tumorais também foi investigado. A associacdo EEP (25 ug/mL)
+ DTX (10 nM) potencializou a a¢do citotdxica do quimioterapico contra a linhagem MCF-7,
induzindo morte celular por necrose e impedindo a migracdo dessas células. EEP+DTX néo
afetou a viabilidade de mondcitos humanos, estimulou a expressdo de HLA-DR, a producéo de
TNF-a e IL-6, restaurou a atividade candidacida e reduziu o estresse oxidativo dos mondcitos.
Tais resultados indicam que EEP em combinagdo com baixas concentracdes de DTX afetou a
viabilidade e migrag&o de células MCF-7 in vitro, e favoreceu alguns parametros imunoldgicos
relacionados as fung¢fes dos monacitos. Estes sdo achados novos e relevantes que merecem
mais investigacOes devido as suas implicacdes praticas, a fim de propor uma nova abordagem

terapéutica na Medicina Alternativa e Complementar para pacientes oncolégicos.

Palavras-chave: propolis, docetaxel, cancer de mama, imunomodulagéo



Abstract

Cancer widely affects the world population, with millions of deaths registered anually.
Docetaxel (DTX) is one of the therapeutic approaches against breast cancer. Nevertheless,
chemotherapy may exert side effects like toxicity and immunosuppression, leading to
infections. In an attempt to reduce the adverse effects caused by chemotherapy, the dual
application of medicines and natural products has been investigated. Propolis is made by
honeybees showing many pharmacological properties. In this study, we investigated the
cytotoxic and immunomodulatory effects of the ethanolic extract of propolis (EEP) in
combination with DTX on breast cancer MCF-7 cells and on monocytes from healthy female
blood donors. The cytotoxic potential of EEP+DTX was assessed by MTT assay and the type
of tumor cell death (apoptosis/necrosis) was evaluated by flow cytometry. The effects of EEP,
DTX and their combination on the migration and invasion of MCF-7 cells were observed.
Cytokine production (IL-1B, TNF-a, IL-6 and I1L-10) by monocytes was assessed by ELISA;
the expression of cell surface markers (HLA-DR, CD80, TLR-2 and TLR-4) was verified by
flow cytometry. We also investigated the fungicidal activity of monocytes against Candida
albicans and reactive oxygen species (ROS) generation. Finally, the impact of the supernatants
of treated monocytes in the viability, migration and invasiveness of tumor cells was assessed.
EEP (25 pg/mL) + DTX (10 nM) enhanced the cytotoxic action of DTX alone against MCF-7
cells by inducing necrosis and inhibiting their migratory ability. EEP+DTX exerted no
cytotoxic action in monocytes and stimulated HLA-DR expression, TNF-o and IL-6
production, exerted an immunorestorative action in the fungicidal activity and reduced the
oxidative stress of monocytes. Data indicated that EEP in combination with lower
concentrations of DTX affected the viability and migration of MCF-7 cells in vitro, and
improved some immunological parameters related to monocyte functions. This is a new and
relevant finding that deserves further investigation due to its practical implications, proposing

a new therapeutic approach for oncologic patients in Complementary and Alternative Medicine.

Keywords: propolis, docetaxel, breast cancer, immunomodulation
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1. Introducgéo

1.1. Cancer de mama e quimioterapia

Céancer € o nome dado ao conjunto de doencas que tém em comum o crescimento
desordenado de células capazes de invadir tecidos e 6rgaos, com a possibilidade de se
espalharem para diversas regides do corpo. Atinge milhGes de pessoas pelo mundo, com a
previsdo de 22 milhdes de novos diagnosticos de cancer até 2030 (BRAY, 2016).

Em fevereiro de 2020, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) lancou a publicagéo
“Estimativa 2020 — Incidéncia de Cancer no Brasil”, na qual ha informagdes sobre as taxas de
incidéncias dos diferentes tipos de canceres no Brasil para o triénio 2020-2022. Para cada ano
do triénio é estimada a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer. Exceto o cancer de pele
ndo melanoma, os canceres mais incidentes serdo os de prostata nos homens (29,2%) e de mama
nas mulheres (29,7%), sendo este ultimo predominante nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste
e Nordeste (Figura 1) (INCA, 2019).

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%

Célon e reto 20.520 9,1% Célon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Esofago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nameros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1. Estimativa para 2020 dos dez tipos de cAncer mais incidentes no Brasil por sexo, exceto pele
ndo melanoma. Fonte: INCA, 2019.

O numero de casos de cancer de mama previstos para cada ano do triénio é de 66.280,
com risco estimado de 61,61 novos casos a cada 100 mil mulheres. O cancer de mama, assim
como no Brasil, & o mais incidente no mundo entre as mulheres. Cerca de 2,1 milhdes de novos
casos ocorreram em 2018, sendo equivalente a 11,6% de todos os canceres estimados,
correspondendo a um risco de 55,2 casos a cada 100 mil. Embora sua incidéncia independa da
condicdo socioeconémica de cada pais, foi observado um declinio em alguns paises
desenvolvidos, atribuido a diminuicdo do tratamento de reposi¢cdo hormonal pds-menopausa
(BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018; INCA, 2019). Todavia, 0 comprometimento

causado por esse cancer muito se deve ao diagnostico tardio da doenca, principalmente nos
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paises de baixa e media renda, aumentando a morbidade e, consequentemente, comprometendo
a qualidade de vida e sobrevida dos pacientes (INCA, 2015).

Quando nos referimos ao cancer de mama, remetemo-nos a um grupo de doencas que
apresentam caracteristicas moleculares préprias, variando de acordo com a complexidade
gendmica, alteracbes genéticas, resposta ao tratamento e progndstico clinico. Dentre as
possiveis classificaces dos canceres de mama, estes sdo comumente categorizados de acordo
com a presenca ou auséncia de marcadores celulares para receptores de estrégeno (ER) ou
progesterona (PR) e do fator de crescimento epidermal 2 (HER2). Deste modo, essas neoplasias
podem ser classificadas em 4 subtipos principais: luminal A (HR+/Her2-) e luminal B
(HR+/Her2+), que séo positivos para a expressao de receptores de hormonios (HR), sendo estes
receptores para estrogénio (ER) e/ou progesterona (PR); os Her2+, que nao expressam
receptores de horménio mas expressam Her2+ (HR-/Her2+); e basal ou triplo-negativo (ER-
/Her2-/PR-), os quais ndo expressam esses receptores (DeSANTIS et al., 2019; WAKS &
WINER, 2019; TSANG & TSE, 2020).

Para o estudo in vitro dos canceres de mama, diferentes linhagens celulares tém sido
utilizadas, permitindo avaliar as contribuices funcionais das anormalidades gendmicas, visto
que a transcricdo desregulada presente nos canceres primarios humanos é conservada nas
linhagens celulares. A diversidade gendmica e biologica também pode ser utilizada para
identificar caracteristicas moleculares que podem predizer ou indicar a via de acdo de agentes
terapéuticos (NEVE et al., 2006). As linhagens celulares de carcinomas mamarios podem ser
derivadas de varias fontes, incluindo derrames pleurais (MDA.MB.231 e MCF-7), tumores de
mama primarios (SUM149 e SUM159), recorréncias de tumor priméario (SUM225), e nédulos
metastaticos xenoenxertados (SUM1315). A maior parte dos estudos realizados com linhagens
celulares de cancer de mama relatam a utilizacdo de 2 linhagens principais: MCF-7 e
MDA.MB.231 (LACROIX & LECLERCQ, 2004).

A popularidade da utilizacdo de células MCF-7 na pesquisa sobre cancer de mama se
deve a alta expressdo do receptor de estrogénio alfa (ER-a), assemelhando-se a maioria dos
canceres humanos invasivos (LEE et al., 2015). Enquanto os canceres de mama triplo-negativos
apresentam os piores prognasticos, 0s canceres que expressam o ER+ apresentam as melhores
taxas de sobrevivéncia, devido a sua resposta as terapias hormonais (DeSANTIS et al., 2016).
A terapia hormonal para cancer de mama avangou muito apds a descoberta do papel do
tamoxifeno, na década de 60, como potente tratamento para cancer de mama avancado em
mulheres p6s-menopausa (JORDAN, 2007). Além de terapia hormonal para as pacientes que

possuem receptores hormonais positivos (ER e PR), os médicos podem decidir por incluir
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regimes de quimioterapia adjuvante ao tratamento em casos de canceres precoces. Dentre essas
possibilidades, os regimes envolvendo docetaxel associado a ciclofosfamida tém se mostrado
como uma das escolhas razoaveis para pacientes de alto risco, considerando-se a toxicidade
causada (WAKS & WINER, 2019).

O docetaxel € um quimioterapico da familia dos taxanos, semi-sintetizado a partir de
um precursor taxoide inativo, a 10-diacetil bacatina 11, extraida da arvore da espécie Taxus
baccata, popularmente conhecida como teixo europeu. As estruturas moleculares determinantes
para a atividade do docetaxel sdo a cadeia lateral na posicdo C-13 e o sistema de anel taxana
(Figura 2) (ABAL et al., 2003; MONTERO et al., 2005).

Figura 2. Férmula quimica do docetaxel (Cs3sHs3sNO14). Fonte: PubChem.

O docetaxel atua se ligando a B-tubulina, interrompendo a dindmica dos microtubulos
no citoplasma. Os microtibulos estdo envolvidos nos movimentos celulares e nas mudancas
organizacionais que ocorrem durante o ciclo celular. Alterando a dindmica dessas estruturas, as
taxanas podem afetar a formagédo do fuso mitético, agindo sobre a segregacdo dos cromossomos
e realizacdo da mitose, levando ao dano do DNA e blogueando a progressao do ciclo celular.
Assim, o docetaxel pode causar a inibicdo da divisdo celular e, consequentemente, a
proliferacdo celular em tumores. Além destes efeitos, age sobre um grande nimero de vias que
levam & apoptose durante o tratamento (ABAL et al., 2003; HERNANDEZ-VARGAS et al.,
2007).

Na linhagem MCF-7, o docetaxel atua na morte celular por meio de duas maneiras: em

altas concentragdes, o farmaco induz parada na divis&o celular, seguida de apoptose. Em baixas
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concentragOes, 0 docetaxel ndo induz apoptose, mas sim a catastrofe mitotica, seguida de
necrose (HERNANDEZ-VARGAS et al., 2007). Tal evento ¢ caracterizado pela inducgio de
divisdo mitotica aberrante ou perda da segregacao dos cromossomos, seguida de divisdo celular.
Em volta dos cromossomos formam-se envelopes nucleares e mdaltiplos micronucleos,
comprometendo a viabilidade celular, distinguindo estas células morfologicamente de células
apoptdéticas (MORSE et al., 2005).

Clinicamente, o docetaxel foi aprovado para utilizacdo como terapia adjuvante em
pacientes com cancer de mama precoce e de alto risco. Porém, devido a toxicidade sistémica
cumulativa apresentada depois de terapias prolongadas e baseadas em altas doses, tem-se
buscado desenvolver novas terapias utilizando doses menores. O docetaxel é facilmente
acumulado nas células, porém tal acumulo ndo ocorre com a utilizacdo de baixas doses
(HERNANDEZ-VARGAS et al., 2007). Todavia, o uso combinado de docetaxel com outros
quimioterapicos aumenta o risco de efeitos colaterais. Como efeitos colaterais, uma
significativa proporgéo dos pacientes tratados com docetaxel apresentaram fadiga, dor muscular
e neutropenia febril. Embora raro, foi observado o desenvolvimento de tiflite em cerca de 1%
dos pacientes, uma inflamacao intestinal grave associada com a neutropenia, a qual pode ser
fatal (SIM et al., 2018). Assim, é preocupante a possivel acdo do quimioterapico sobre as
células envolvidas na imunidade do paciente em tratamento, podendo resultar no prejuizo de

suas fungdes contra canceres e micro-organismos.

1.2. O papel dos mondcitos na imunidade contra canceres

No processo de metastase, as células tumorais potencialmente imunogénicas podem ser
expostas as células envolvidas na imunidade, que poderdo reconhecé-las e tentardo restringir
sua instalacéo e crescimento em outros tecidos. Todavia, tal processo pode ser prejudicado pelo
desenvolvimento de mecanismos de escape da célula tumoral, evitando assim a a¢do do sistema
imunoldgico (KITAMURA et al., 2015). Dentre as células do sistema imune atuantes contra o
cancer, tem sido demonstrada a importante participacdo de mondcitos e/ou macrofagos e
linfécitos T no controle da angiogénese, metastase e invasdo tumoral (CHITTEZHATH et al.,
2014; SALMON et al., 2019).

Mondcitos constituem uma populacdo de leucocitos mononucleares que se desenvolvem
na medula 6ssea a partir de monoblastos e sdo liberados na corrente sanguinea, podendo
adentrar nos tecidos, nos quais suas caracteristicas e fungdes serdo determinadas de acordo com

0 microambiente (LEE et al., 2013). Mondcitos representam 10% dos leucocitos no sangue
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humano, estando presentes também em outros mamiferos, aves, anfibios e peixes. Tém
importante papel na manutencdo da homeostase, por removerem células apoptoticas e
componentes toxicos. Em mamiferos, mondcitos também representam o elo entre a defesa inata
contra micro-organismos e a resposta imune adaptativa (AUFFRAY et al., 2009).

Para o inicio de uma resposta imunologica, faz-se necessario o reconhecimento de
antigenos. Dentre os varios receptores expressos na superficie de mondcitos que podem
reconhecer padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), damos destaque a dois deles:
os receptores TLR-2 e TLR-4. A estimulacéo de diferentes TLRs por componentes microbianos
induz ativacdo de diferentes fatores de transcricao e expressdo génica de citocinas, que podem
favorecer a imunidade inata, bem como comandar o direcionamento da imunidade antigeno-
especifica (AKIRA & TAKEDA, 2004).

TLR-2 é essencial para o reconhecimento de lipopeptideos de varios micro-organismos,
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, micoplasma, micobactérias e espiroquetas
(TAKEDA et al., 2002). TLR-4 esta relacionado ao reconhecimento de LPS de bactérias Gram-
negativas. Além de componentes bacterianos, estes receptores também reconhecem
componentes presentes em fungos: TLR-2 ¢ responsavel pelo reconhecimento de B-glucana e
fosfolipomanana, e TLR-4 reconhece mananas (moléculas de superficie de fungos, como o
género Candida) (NETEA et al., 2008; KUMAR et al., 2009; BOURGEOIS & KUCHLER,
2012). Apds o reconhecimento de antigenos presentes na superficie de Candida albicans, ocorre
a producdo de citocinas pro-inflamatdrias que serdo importantes para a atuacdo da célula
fagocitica sobre o fungo (NETEA et al., 2015).

Como a ativacdo de receptores TLR resulta na ativacdo da via do NF-xB, a crénica
estimulacgdo destes receptores esta associada a inflamacao e desenvolvimento de alguns tumores
malignos. Polimorfismos genéticos desses receptores também estdo associados ao maior risco
de desenvolvimento de alguns tipos de canceres, e 0 bloqueio de sua ativacdo em alguns casos
de inflamacédo cronica pode apresentar beneficios terapéuticos contra o desenvolvimento de
canceres (CHOW et al., 2012; MOHME et al., 2017).

Ap0s o reconhecimento de antigenos, a ativacdo de linfécitos T depende da interagdo
entre moléculas coestimuladoras, como a associacdo entre CD28 e as moléculas da familia B7
(CD80 e CD86) (WOLK et al., 2000). Tais interaces sdo importantes para a ativagdo dos
linfécitos T, e a auséncia de moléculas B7 nas células apresentadoras de antigenos (APCs)
impede o reconhecimento adequado de antigenos pelo receptor de células T (TCR), levando a

anergia ou morte dos linfocitos. Estimulos relacionados ao CD80 podem levar a ativacdo de
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linfocitos Thl, favorecendo assim a resposta antitumoral. Por outro lado, estimulos associados
a CD86 levam a ativacdo da resposta Th2 (MATTERN et al., 1998; LAHAT et al., 2003).

Alguns farmacos utilizados no tratamento de cancer podem atuar sobre células e funcées
especificas do sistema imunoldgico, modulando sua atividade. Como exemplo, o taxol é capaz
de elevar a producgédo de IL-1p por monocitos humanos, a qual pode iniciar uma resposta
inflamatoria contra o tumor ou impedir sua vascularizagdo, restringindo seu crescimento, além
de aumentar a capacidade fagocitica em mondcitos/macrofagos (WHITE et al., 1998). Por outro
lado, a administracdo de quimioterapia também se apresenta como fator estressante para o
organismo, afetando a expressdo de moléculas importantes para a elaboracdo da resposta
imunolégica, como a expressdo da molécula HLA-DR na superficie celular, a qual € expressa
em células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas, macréfagos e
monacitos, e cuja funcdo é apresentar os antigenos processados para células T CD4+ a fim de
iniciar a resposta imune especifica (PERRY et al., 2003). A diminuicao da expressdo de HLA-
DR pode estar associada ao aumento do risco de infecgfes hospitalares e morte em pacientes
imunodeprimidos e/ou submetidos a regimes quimioterapicos (DOCKE et al., 2005; KIM et
al., 2010; HOTCHKISS et al., 2013; HIGASHI et al., 2015).

Por serem células circulantes, os monocitos podem atuar como adversarios
imunologicos contra as células tumorais que se desvincularam do tecido tumoral, interferindo,
assim, no processo de metastase (MOHME et al., 2017). Tal comportamento pdde ser
observado em pacientes com diferentes canceres de mama, nos quais mondcitos foram
recrutados para os sitios de metéastase nos pulmdes onde produziram citocinas como TNF-a ¢
IFN-y e atrairam neutréfilos, atuando contra as células tumorais de mama que poderiam aderir
ao tecido pulmonar (HAGERLING et al., 2019).

Embora mondcitos participem da resposta imune antitumoral por meio da inducdo de
morte celular mediada por citocinas e do processo fagocitico, ha evidéncias de que mondcitos
e macrofagos também possam favorecer a progressao do tumor, contribuindo para metastase e
imunossupressao, pois expressam genes relacionados ao processo de angiogénese e invasdo
tecidual (QIAN et al., 2011; CHITTEZHATH et al., 2014; HUNG et al., 2018; OLINGY etal.,
2019).

Os estudos de Casseta et al (2019) e Ramos et al. (2020) demonstraram que 0s sitios
tumorais mamario e endometrial séo capazes de recrutar mondcitos circulantes, alterando seu
perfil transcricional de modo que estas células se diferenciem em macréfagos associados a
tumores (TAM). Mondcitos infiltrados no sitio tumoral podem expressar fatores que podem

favorecer ou dificultar a progressao tumoral, incluindo citocinas e quimiocinas. Dentre as



17

citocinas liberadas, destacaremos TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10. A expressao de destas citocinas
tem sido relacionada ao aumento da invasdo tumoral e pior progndstico (GOLDBERG &
SCHWERTFEGER, 2010).

A literatura relata efeitos divergentes destas citocinas em estudos utilizando linhagens
celulares e modelos animais, bem como seus diferentes papeis nos processos de
imunovigilancia e escape tumoral (SALAZAR-ONFRAY et al., 2007). TNF-a pode aumentar
a expressdo de mediadores pro-tumorigénicos por células tumorais (MCF-7 e T47D), como
metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9), assim como a liberacdo de quimiocinas que
atraem monocitos (BEN-BARUCH, 2003). Outros estudos indicaram que a acdo do TNF-a
pode variar entre essas linhagens tumorais, embora tanto MCF-7 quanto T47D sejam
responsivas a estrogénio. Em células MCF-7, o tratamento com TNF-o induziu apoptose,
enquanto que, em ceélulas T47D, promoveu proliferacdo celular (GOLDBERG &
SCHWERTFEGER, 2010). TNF-a também pode induzir a expressao de quimiocinas (CCL5 e
CCL2) em diferentes linhagens de carcinoma de mama, e niveis elevados de quimiocinas
podem recrutar células inflamatérias (como monadcitos), resultando num circulo vicioso de
infiltracdo continua e expressdo de fatores pro-malignos como citocinas inflamatorias (TNF-a,
e IL-6), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e enzimas de degradacdo da matriz
extracelular, como metaloproteinases de matriz. Tais produtos podem favorecer a angiogénese
e a perda da arquitetura do tecido, resultando na migracéo e invaséo celular, determinando um
papel-chave desses mondcitos infiltrantes na metastase do cancer de mama, favorecendo assim
a progressdo da doenca (BEN-BARUCH, 2003; ENGBLOM et al., 2016; CASSETTA et al.,
2019).

Em estudos in vivo, quando administrado diretamente sobre os tumores de
camundongos, TNF-a inibiu o crescimento do tumor e metastase. Assim, demonstrou-se que
altas doses de TNF-a podem apresentar potencial antitumorigénico, levando, contudo, a
toxicidade sistémica. Em seres humanos, o tratamento com perfusédo de TNF-a sobre sarcomas
em pernas e bragos e melanomas foi aprovado na Europa, resultando no efeito antitumoral pela
destruicdo da vasculatura que alimentava os tumores. Todavia, em amostras de cancer de mama
humana, elevadas concentragdes de TNF-a foram associadas a0 aumento de metastases nos
linfonodos e, consequentemente, a evolucdo do estadgio tumoral (AGGARWAL, 2003;
GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010).

Além destes resultados, TNF-o também induz maior expressao e atividade de ABCG2
- transportador associado a resisténcia das células tumorais aos quimioterapicos. Tal efeito
também foi atribuido a presenca de IL-18 (GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010).
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IL-13 ¢ uma citocina que também apresentou efeitos controversos em ensaios
biologicos. Esta citocina pode diminuir a proliferacdo de células endoteliais e inibir a
angiogénese (WHITE et al., 1998). Por outro lado, € uma citocina que tem sido encontrada em
tecidos de cancer de mama humanos, sendo expressa pelas células tumorais ou por células
associadas ao ambiente tumoral. A presenga de IL-1p, bem como de seu receptor soltvel (IL-
1R), pode atuar sobre a producdo de outras citocinas pro-tumorigénicas, como IL-8,
contribuindo para angiogénese, proliferacdo e invasdo. Todavia, as vias de sinalizacdo
associadas a familia IL-1 podem ser diferentes em células ER+ (MCF-7) e em células ER-
(MDA-MB231) (NICOLINI et al., 2006).

A producao elevada de IL-1p é frequentemente associada a progndsticos negativos em
pacientes com canceres de mama. Em ensaios in vitro, foi demonstrado que esta citocina esta
associada a migracdo de células MCF-7, ao agir sobre a fosforilacdo da proteina cinase de
adesdo focal (FAK) e expressdo de MMP-9. Também foi demonstrado que a elevada presenca
de IL-1B atrai células mieloides supressoras que sdo capazes de suprimir células T CD4+ e
CD8+, inibindo a resposta imune contra tumores (GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010).

Outra citocina que possui atividades controversas sobre tumores é a IL-6. Em relacdo
aos mecanismos imunolégicos, a IL-6 se mostra necessaria na resposta contra patégenos, na
atracdo de leucdcitos para sitios inflamatérios, ativacdo e diferenciacdo de linfocitos T e
macrofagos, e para a producdo de proteinas inflamatodrias de fase aguda em resposta a leséo
tecidual. Pela inducdo da diferenciacdo de linfocitos T e do estimulo da citotoxicidade dessas
células, a IL-6 demonstra atividade antitumoral (NICOLINI et al., 2006). Porém, essa citocina
tem sido encontrada em altas concentragdes em amostras de cancer de mama, e acredita-se que
seja produzida por fibroblastos, macréfagos e linfocitos Th2 associados ao tumor. Sua presenca
tem sido associada a proliferacdo tumoral e resisténcia ao tratamento quimioenddcrino — aquele
com associagdo entre medicamentos quimioterapicos e agonistas hormonais. Uma das possiveis
vias de atuacdo da IL-6 consiste no aumento da producdo da enzima 17pB-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo | (17p-HSD), responsavel por converter estrona (E1) a estradiol (E2) - forma
biologicamente ativa do estrogénio. Tal hormonio atua sobre as células tumorais responsivas a
estrogénio presentes no tecido mamario, induzindo sua proliferacdo (CONZE et al., 2001;
HONMA et al., 2002; NICOLINI et al., 2006; KNUPFER & PREIB, 2007; GOLDBERG &
SCHWERTFEGER, 2010). A IL-6 também pode aumentar a motilidade das células tumorais
por mecanismos possivelmente relacionados a diminuicdo de E-caderina e subsequente
diminuicdo da adesdo celular, favorecendo assim a invasividade de células MCF-7
(GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010). Esta citocina também exerce seus efeitos por
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meio da ativacdo de vias de sinalizacdo (JAK/STAT e MAPkinase) resultando na regulacéo
transcricional de genes envolvidos na proliferacdo celular, sobrevivéncia e diferenciagéo
(NICOLINI et al., 2006).

As células tumorais também podem secretar IL-6, cujos niveis in vitro variam de acordo
com as caracteristicas moleculares das linhagens tumorais. Como exemplo, células ER- (MDA-
MB231) secretam mais IL-6 que células ER+ (MCF-7) (GOLDBERG & SCHWERTFEGER,
2010).

Tais contradi¢Ges sobre a atividade da IL-6 em canceres de mama séo respaldadas por
diversos trabalhos da literatura. Como revisto em KNUPFER & PREIB (2007), alguns
trabalhos realizados em amostras de tecido mamario ndo indicam associacéo entre IL-6 e cancer
de mama, engquanto outros indicam prognosticos positivos ou negativos. Esses dados precisam
ser interpretados com cautela, pois 0s resultados parecem ser opostos. Mas a maioria dos
trabalhos indicam que a maior concentracdo de IL-6 no soro de pacientes com cancer esta
associada a pior prognostico.

A acdo antitumoral das citocinas mencionadas foi demonstrada em ensaios in vitro.
Nesses ensaios, as citocinas atuaram sobre as células tumorais pela inibi¢éo do receptor para o
fator de crescimento IGF-1, que é altamente expresso em células MCF-7, e capaz de estimular
a sintese de DNA. TNF-a, IL-1P e IL-6 reduziram a capacidade de IGF-1 induzir a sintese de
DNA nestas células, impedindo sua entrada na fase S do ciclo celular, inibindo a proliferacdo
de células MCF-7. Também nesse trabalho, as citocinas ndo foram citotdxicas para as células
tumorais, mas 0 TNF-a induziu maior susceptibilidade & fragmentacdo do DNA (SHEN et al.,
2002; KNUPFER & PREIB, 2007).

Assim como as citocinas apresentadas acima, a IL-10 apresenta resultados conflitantes
guanto a sua atuacdo em pacientes oncoldgicos. Esta citocina pode ser produzida por leucdcitos
e pelas células tumorais, e sua presenca no soro de pacientes foi relacionada tanto a prognosticos
negativos para os estagios tardios da doenca, devido a sua agdo imunossupressora (KOVACS,
2010; LIPPITZ, 2013) quanto a prognosticos positivos em pacientes com canceres precoces,
devido & sua acdo anti-inflamatoria, que pode contribuir para a progressédo tumoral (AHMAD
etal., 2018).

As caracteristicas ambiguas das citocinas no microambiente tumoral demonstram que a
atuacdo de algumas células imunes, como 0s monacitos, sobre o sitio tumoral ainda nédo foi
totalmente decifrada, envolvendo varios fatores, como o estagio tumoral e 0 microambiente, e
os diversos mediadores que podem ser produzidos (ENGBLOM et al., 2016). Deste modo,

diferentes terapias utilizadas para o tratamento de canceres de mama podem atuar também sobre
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0 sistema imunoldgico, o que denota a importancia de novas pesquisas que possam contribuir
nesse contexto.

A atividade fagocitica de células do sistema imune é importante para a eliminacédo de
células tumorais e também para a resposta imune do hospedeiro, principalmente na resposta
contra agentes patogénicos, como bactérias e fungos, que podem ser causadores de infeccbes
oportunistas (FENG et al., 2019). A atividade fagocitica pode ser comprometida pela a¢do do
docetaxel sobre os microtibulos (TEOH & PAVELKA, 2016). Além deste efeito colateral
especifico, os tratamentos quimioterapicos também podem causar imunossupresséo,
acarretando diversas infeccbes oportunistas. Um dos agentes causadores de infeccOes
oportunistas em individuos imunossuprimidos é a Candida albicans, que pode levar a 6bito
mais de 30% de individuos imunocomprometidos (WISPLINGHOFF et al., 2004; NETEA et
al., 2008).

Em pacientes com céncer, a infeccdo por C. albicans é a mais comum. Esta espécie de
fungo é comensal da espécie humana e é uma das principais espécies que colonizam a pele, as
mucosas e 0s tratos gastrointestinal e urogenital. Pode causar infeccdes superficiais em
individuos saudaveis, porém, em individuos imunocomprometidos, pode se tornar letal. Tal
letalidade acontece por diferentes fatores, tais como a dificuldade em se estabelecer o
diagndstico da infeccdo, a resisténcia dos fungos ao tratamento, bem como a reducdo das
respostas imunes inata e adaptativa (TEOH & PAVELKA, 2016).

O estudo de Ahmadi e colaboradores (2019) realizado em camundongos indicou que 0s
mecanismos de escape induzidos pela infeccdo sistémica por C. albicans podem favorecer
também o crescimento do adenocarcinoma mamario. Estes mecanismos de escape estdo
relacionados a inducdo de maior producdo de IL-10 pelo hospedeiro, induzindo acdo anti-
inflamatoria. A infecgdo também reduz a producéo de IFN-y, responsavel pela resposta Thl, a
qual pode ser efetiva tanto contra a infeccdo patogénica quanto contra tumores. Deste modo, a
producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6 pelos mondcitos é uma
importante ferramenta imunologica contra a infec¢do por C. albicans, sendo importantes para
o0 recrutamento e ativacdo das células fagociticas (NETEA et al., 2015; TEOH & PAVELKA,
2016).

Fagdcitos sdo células altamente produtoras de espécies reativas do oxigénio (EROs),
que sdo importantes para a destruicdo de micro-organismos fagocitados. Todavia, a alta
producdo de EROs também est& envolvida com mecanismos internos de lesdo celular, podendo
levar a célula ao colapso de suas fungbes (BANERJEE et al., 2020). Muitas drogas

quimioterapicas sdo fortes indutoras de producdo de EROs por células e tecidos néo-
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neoplésicos, gerando estresse oxidativo nesses ambientes e aumentando a toxicidade colateral
desses medicamentos (CHEN et al., 2007; TABACZAR et al., 2012; BAS et al.; 2019). Em
macrofagos, a alta producdo de EROs pode direcionar para a diferenciacdo dessas células em
macrofagos associados a tumores de carater anti-inflamatorio e podem favorecer a progresséao
tumoral. Desse modo, o impedimento da producdo ou da acdo das EROs pode favorecer a
resposta imunolégica durante o tratamento contra os canceres (ZHANG et al., 2013).

Com o objetivo de potencializar os efeitos citotoxicos contra células tumorais e diminuir
o0 impacto exercido pelos agentes antitumorais sobre o sistema imunoldgico, diferentes estudos
tém investigado a administracdo concomitante de produtos naturais com quimioterapicos
(AMBROZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Como exemplo, a associagéo entre resveratrol
e curcumina potencializou o efeito da doxorrubicina sobre células de cancer de ovario, além de
atenuar o efeito cardiotoxico do quimioterapico (CARLSON et al., 2014). A curcumina também
promoveu melhora do efeito da cisplatina sobre células escamosas de carcinoma de cabeca e
pescoco (DUARTE et al., 2010).

Pesquisadores também tém avaliado a associagdo de diferentes produtos naturais como o
cha verde, a quercetina, o resveratrol, a melatonina e a capsaicina ao docetaxel sobre diferentes
linhagens celulares de canceres de mama e prdstata, indicando que a associacdo entre estes
produtos potencializou a a¢do antitumoral do quimioterapico (WANG et al., 2015; SINGH et
al., 2017; ALONSO-GONZALEZ et al., 2018; SANCHEZ et al., 2019).

1.3. Prépolis

Dentre os diversos produtos naturais estudados no tratamento do cancer, a propolis tem
sido considerada promissora. A prépolis € produzida a partir de exsudatos e resinas, de
diferentes fontes vegetais, coletados por abelhas africanizadas, além da adicdo de cera e
secrecdo de suas glandulas (BURDOCK, 1998). Este produto tem sido intensamente
investigado por nosso grupo de pesquisa, avaliando principalmente sua acdo imunomoduladora,
antitumoral e antimicrobiana (SFORCIN, 2007; SFORCIN & BANKOVA, 2011; SFORCIN,
2016; RIPARI et al., 2021). Diferentes amostras de propolis tém sido apontadas como agentes
citotoxicos in vitro e quimiopreventivos contra varios tipos de canceres in vivo (BANSKOTA
etal., 2001; ORSOLIC, 2010; SEDA VATANSEVER et al., 2010; WATANABE et al., 2011;
FRION-HERRERA et al., 2015; MORA et al., 2019).

Dados recentes demonstraram que a amostra de propolis utilizada por nosso grupo

exerceu agdo citotoxica in vitro sobre células A549 de cancer de pulméo, induzindo apoptose e
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diminuindo o potencial de membrana mitocondrial devido a superexpressdo de genes pro-
apoptoticos (Bax e Noxa) e reducéo do gene antiapoptético Bel-Xi. (FRION-HERRERA et al.,
2015). O mesmo extrato hidroalcoolico de propolis também exerceu atividade citotoxica sobre
células de carcinoma de laringe humana (HEp-2), induzindo parada no ciclo celular e apoptose
(SILVA et al., 2017).

Alguns trabalhos indicam que a propolis apresenta potencial em melhorar a acdo de
agentes antitumorais, provavelmente devido a um possivel efeito sinérgico. Tal potencial foi
demonstrado por nosso grupo, revelando que a associacdo de propolis com carboplatina foi
eficiente no controle da proliferacdo de células de osteossarcoma canino in vitro
(BERNARDINO et al., 2018). Em ensaios in vivo com ratas que desenvolveram cancer de
mama também foi observado a contribuicdo da propolis em potencializar a acdo do paclitaxel,
induzindo acdo antioxidante e protegendo o organismo de efeitos colaterais induzidos pela
terapia (PADMAVATHI et al., 2006).

Componentes isolados da propolis também podem exercer citotoxicidade in vitro. Como
demonstrado por Silva e colaboradores (2017), o acido cafeico também apresentou efeito
citotoxico contra a linhagem celular HEp-2. Um componente similar, o cafeato de feniletila
(CAPE) também apresentou atividade citotoxica contra células tumorais da linhagem MCF-7,
e sua associacao ao tamoxifeno potencializou o efeito deste quimioterapico (MOTAWI et al.,
2016).

Além disso, um produto das abelhas sem ferrdo — a geoprépolis — associado a diferentes
quimioterapicos (carboplatina, metotrexato e doxorrubicina) contra células HEp-2, também
apresentou resultados promissores, exercendo maior citotoxicidade sobre as células tumorais
em comparacdo a estes tratamentos isoladamente (BARTOLOMEU et al., 2016).
Adicionalmente a este trabalho, a atividade da combinacdo de geopropolis + doxorrubicina em
monocitos humanos foi avaliada por nosso grupo. Os dados obtidos demonstraram que a
combinacdo ndo foi citotdxica para mondcitos humanos, possuindo acdo imunomoduladora
sobre estas células. Além disso, a adicdo da geopropolis impediu a reducdo do potencial
microbicida e producdo de espécies reativas do oxigénio exercida pela doxorrubicina
(OLIVEIRA et al., 2019).

A propolis também apresenta atividade moduladora da resposta imune antitumoral.
Células natural killer (NK) de ratos tratados com propolis apresentaram maior atividade
citotoxica sobre células tumorais Yac-1 (SFORCIN et al., 2002). A prépolis estimulou também
a producdo de citocinas pré-inflamatorias por animais portadores de melanoma e que foram

submetidos a estresse cronico, favorecendo a ativacdo da resposta imune celular antitumoral
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(MISSIMA et al., 2009). Em camundongos com metastases originadas de carcinoma mamario,
a propolis e alguns de seus componentes (acido cafeico, CAPE e quercetina) atuaram sobre 0s
sitios metastaticos reduzindo o numero de nodulos, além de ativarem a producdo de espécies
reativas do oxigénio e IL-1pB por macréfagos, o que contribuiu para a agdo imunoldgica contra
o tumor (ORSOLIC et al., 2004). A administracdo de propolis iraniana para camundongos com
cancer de mama e candidiase disseminada demonstrou que o apiterapico atuou contra o tumor
e contra a infeccdo fangica por meio da producéo de TNF-a e IFN-y (KHOSRAVI et al., 2014).

Analisando seu efeito sobre células humanas envolvidas na imunidade como mondcitos
e células dendriticas, a propolis apresentou potencial modulador sobre os eventos iniciais da
resposta imune (BUFALO et al., 2014; CONTI et al., 2016; SANTIAGO et al., 2016;
SFORCIN, 2016). Muitas destas funcdes estdo diretamente relacionadas a seus componentes
fenolicos, dos quais destacam-se os acidos derivados do &cido cinamico: acido cafeico, acido
dihidrocinamico e p-cumarico (BUFALO et al., 2013; CONTI et al., 2013; CARDOSO et al.,
2017)

Assim, os dados obtidos por nosso grupo e por demais pesquisadores tém demonstrado
que a prépolis apresenta-se como um produto com propriedades antitumoral e
imunomoduladora, podendo ser utilizada em estudos que objetivam o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer. Neste cenario, n0sso grupo também
tem investigado a acdo de combinagdes entre a propolis ou geopropolis e quimioterapicos sobre
linhagens tumorais. Além disso, temos investigado a acdo imunomoduladora destas
combinagbes sobre mondécitos humanos, que sdo células circulantes do sangue periférico e
expostas aos quimioterapicos, a fim de compreendermos a acdo da prépolis sobre células de
defesa expostas a quimioterapicos.
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Concluséao

Nossos dados demonstraram que a propolis (EEP) combinada as concentragdes
reduzidas de docetaxel (DTX) apresentou atividade citotdxica contra a linhagem MCF-7 de
cancer de mama in vitro, induzindo necrose e inibindo sua migragéo. A combinagdo EEP+DTX
induziu maior expressdo de HLA-DR em mondcitos humanos, favorecendo a apresentacao de
antigenos. EEP+DTX também induziu aumento na producéo de TNF-a e IL-6 por mondcitos,
restaurou a atividade candidacida e reduziu o estresse oxidativo destas células. Tais achados
sdo relevantes e demonstram os efeitos da combinagcdo EEP+DTX contra células de canceres
de mama e seu impacto em monacitos obtidos de mulheres saudaveis. Posteriores ensaios pré-
clinicos e clinicos poderdo ser realizados para observar os efeitos dessa combinacdo, podendo
ser uma nova abordagem que objetiva melhorar o tratamento de pacientes oncoldgicos,

reduzindo os efeitos colaterais da quimioterapia e exercendo a¢cdo imunomoduladora.





