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Resumo 

 

Câncer é um grupo de doenças que atingem pessoas em todo o mundo, causando milhões de 

morte anualmente. Docetaxel (DTX) é uma das abordagens terapêuticas mais utilizadas contra 

cânceres de mama. Todavia, quimioterápicos podem apresentar efeitos colaterais, tais como 

toxicidade e imunossupressão, podendo levar ao aparecimento de infecções. Para minimizar os 

efeitos colaterais causados pela quimioterapia, tem-se investigado a associação entre 

quimioterápicos e produtos naturais. Própolis é um produto apícola que apresenta muitas 

atividades farmacológicas. Neste trabalho, investigamos a ação citotóxica e imunomoduladora 

de uma associação entre extrato etanólico de própolis (EEP) e docetaxel (DTX) sobre a 

linhagem celular MCF-7 de câncer de mama e sobre monócitos obtidos de mulheres saudáveis. 

O potencial citotóxico da combinação EEP+DTX sobre a linhagem MCF-7 e monócitos 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 migração e 

invasão das células MCF-7 também foram investigados. A produção das citocinas IL-1β, TNF-

α, IL-6 e IL-10 por monócitos foi verificada por ELISA; a expressão dos marcadores celulares 

HLA-DR, CD80, TLR-2 e TLR-4 foi avaliada por citometria de fluxo. Também foi avaliada a 

atividade fungicida de monócitos contra Candida albicans e a produção de espécies reativas do 

oxigênio (EROs). O impacto do sobrenadante de monócitos tratados sobre a viabilidade, 

migração e invasão das células tumorais também foi investigado. A associação EEP (25 μg/mL) 

+ DTX (10 nM) potencializou a ação citotóxica do quimioterápico contra a linhagem MCF-7, 

induzindo morte celular por necrose e impedindo a migração dessas células. EEP+DTX não 

afetou a viabilidade de monócitos humanos, estimulou a expressão de HLA-DR, a produção de 

TNF-α e IL-6, restaurou a atividade candidacida e reduziu o estresse oxidativo dos monócitos. 

Tais resultados indicam que EEP em combinação com baixas concentrações de DTX afetou a 

viabilidade e migração de células MCF-7 in vitro, e favoreceu alguns parâmetros imunológicos 

relacionados às funções dos monócitos. Estes são achados novos e relevantes que merecem 

mais investigações devido às suas implicações práticas, a fim de propor uma nova abordagem 

terapêutica na Medicina Alternativa e Complementar para pacientes oncológicos. 

 

Palavras-chave: própolis, docetaxel, câncer de mama, imunomodulação 



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-1β, TNF-α, IL-6 and IL-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 μg/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-α 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. Introdução 

1.1. Câncer de mama e quimioterapia 

 Câncer é o nome dado ao conjunto de doenças que têm em comum o crescimento 

desordenado de células capazes de invadir tecidos e órgãos, com a possibilidade de se 

espalharem para diversas regiões do corpo. Atinge milhões de pessoas pelo mundo, com a 

previsão de 22 milhões de novos diagnósticos de câncer até 2030 (BRAY, 2016). 

Em fevereiro de 2020, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) lançou a publicação 

“Estimativa 2020 – Incidência de Câncer no Brasil”, na qual há informações sobre as taxas de 

incidências dos diferentes tipos de cânceres no Brasil para o triênio 2020–2022. Para cada ano 

do triênio é estimada a ocorrência de 600 mil novos casos de câncer. Exceto o câncer de pele 

não melanoma, os cânceres mais incidentes serão os de próstata nos homens (29,2%) e de mama 

nas mulheres (29,7%), sendo este último predominante nas regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste 

e Nordeste (Figura 1) (INCA, 2019). 

  

 

Figura 1. Estimativa para 2020 dos dez tipos de câncer mais incidentes  no Brasil por sexo, exceto pele 

não melanoma. Fonte: INCA, 2019. 

 

O número de casos de câncer de mama previstos para cada ano do triênio é de 66.280, 

com risco estimado de 61,61 novos casos a cada 100 mil mulheres. O câncer de mama, assim 

como no Brasil, é o mais incidente no mundo entre as mulheres. Cerca de 2,1 milhões de novos 

casos ocorreram em 2018, sendo equivalente a 11,6% de todos os cânceres estimados, 

correspondendo a um risco de 55,2 casos a cada 100 mil. Embora sua incidência independa da 

condição socioeconômica de cada país, foi observado um declínio em alguns países 

desenvolvidos, atribuído à diminuição do tratamento de reposição hormonal pós-menopausa 

(BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018; INCA, 2019). Todavia, o comprometimento 

causado por esse câncer muito se deve ao diagnóstico tardio da doença, principalmente nos 
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países de baixa e média renda, aumentando a morbidade e, consequentemente, comprometendo 

a qualidade de vida e sobrevida dos pacientes (INCA, 2015). 

Quando nos referimos ao câncer de mama, remetemo-nos a um grupo de doenças que 

apresentam características moleculares próprias, variando de acordo com a complexidade 

genômica, alterações genéticas, resposta ao tratamento e prognóstico clínico. Dentre as 

possíveis classificações dos cânceres de mama, estes são comumente categorizados de acordo 

com a presença ou ausência de marcadores celulares para receptores de estrógeno (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 são positivos para a expressão de receptores de hormônios (HR), sendo estes 

receptores para estrogênio (ER) e/ou progesterona (PR); os Her2+, que não expressam 

receptores de hormônio mas expressam Her2+ (HR-/Her2+); e basal ou triplo-negativo (ER-

/Her2-/PR-), os quais não expressam esses receptores (DeSANTIS et al., 2019; WAKS & 

WINER, 2019; TSANG & TSÉ, 2020). 

Para o estudo in vitro dos cânceres de mama, diferentes linhagens celulares têm sido 

utilizadas, permitindo avaliar as contribuições funcionais das anormalidades genômicas, visto 

que a transcrição desregulada presente nos cânceres primários humanos é conservada nas 

linhagens celulares. A diversidade genômica e biológica também pode ser utilizada para 

identificar características moleculares que podem predizer ou indicar a via de ação de agentes 

terapêuticos (NEVE et al., 2006). As linhagens celulares de carcinomas mamários podem ser 

derivadas de várias fontes, incluindo derrames pleurais (MDA.MB.231 e MCF-7), tumores de 

mama primários (SUM149 e SUM159), recorrências de tumor primário (SUM225), e nódulos 

metastáticos xenoenxertados (SUM1315). A maior parte dos estudos realizados com linhagens 

celulares de câncer de mama relatam a utilização de 2 linhagens principais: MCF-7 e 

MDA.MB.231 (LACROIX & LECLERCQ, 2004).  

A popularidade da utilização de células MCF-7 na pesquisa sobre câncer de mama se 

deve à alta expressão do receptor de estrogênio alfa (ER-α), assemelhando-se à maioria dos 

cânceres humanos invasivos (LEE et al., 2015). Enquanto os cânceres de mama triplo-negativos 

apresentam os piores prognósticos, os cânceres que expressam o ER+ apresentam as melhores 

taxas de sobrevivência, devido à sua resposta às terapias hormonais (DeSANTIS et al., 2016). 

A terapia hormonal para câncer de mama avançou muito após a descoberta do papel do 

tamoxifeno, na década de 60, como potente tratamento para câncer de mama avançado em 

mulheres pós-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 cânceres precoces. Dentre essas 

possibilidades, os regimes envolvendo docetaxel associado à ciclofosfamida têm se mostrado 

como uma das escolhas razoáveis para pacientes de alto risco, considerando-se a toxicidade 

causada (WAKS & WINER, 2019). 

 O docetaxel é um quimioterápico da família dos taxanos, semi-sintetizado a partir de 

um precursor taxoide inativo, a 10-diacetil bacatina III, extraída da árvore da espécie Taxus 

baccata, popularmente conhecida como teixo europeu. As estruturas moleculares determinantes 

para a atividade do docetaxel são a cadeia lateral na posição C-13 e o sistema de anel taxana 

(Figura 2) (ABAL et al., 2003; MONTERO et al., 2005).  

 

 

Figura 2. Fórmula química do docetaxel (C43H53NO14). Fonte: PubChem. 

 

O docetaxel atua se ligando à β-tubulina, interrompendo a dinâmica dos microtúbulos 

no citoplasma. Os microtúbulos estão envolvidos nos movimentos celulares e nas mudanças 

organizacionais que ocorrem durante o ciclo celular. Alterando a dinâmica dessas estruturas, as 

taxanas podem afetar a formação do fuso mitótico, agindo sobre a segregação dos cromossomos 

e realização da mitose, levando ao dano do DNA e bloqueando a progressão do ciclo celular. 

Assim, o docetaxel pode causar a inibição da divisão celular e, consequentemente, a 

proliferação celular em tumores. Além destes efeitos, age sobre um grande número de vias que 

levam à apoptose durante o tratamento (ABAL et al., 2003; HERNÁNDEZ-VARGAS et al., 

2007). 

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

altas concentrações, o fármaco induz parada na divisão celular, seguida de apoptose. Em baixas 
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concentrações, o docetaxel não induz apoptose, mas sim a catástrofe mitótica, seguida de 

necrose (HERNÁNDEZ-VARGAS et al., 2007). Tal evento é caracterizado pela indução de 

divisão mitótica aberrante ou perda da segregação dos cromossomos, seguida de divisão celular. 

Em volta dos cromossomos formam-se envelopes nucleares e múltiplos micronúcleos, 

comprometendo a viabilidade celular, distinguindo estas células morfologicamente de células 

apoptóticas (MORSE et al., 2005). 

 Clinicamente, o docetaxel foi aprovado para utilização como terapia adjuvante em 

pacientes com câncer de mama precoce e de alto risco. Porém, devido à toxicidade sistêmica 

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 acúmulo não ocorre com a utilização de baixas doses 

(HERNÁNDEZ-VARGAS et al., 2007). Todavia, o uso combinado de docetaxel com outros 

quimioterápicos aumenta o risco de efeitos colaterais. Como efeitos colaterais, uma 

significativa proporção 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 inflamação intestinal grave associada com a neutropenia, a qual pode ser 

fatal (SIM et al., 2018). Assim, é preocupante a possível ação do quimioterápico sobre as 

células envolvidas na imunidade do paciente em tratamento, podendo resultar no prejuízo de 

suas funções contra cânceres e micro-organismos. 

  

1.2. O papel dos monócitos na imunidade contra cânceres 

 No processo de metástase, as células tumorais potencialmente imunogênicas podem ser 

expostas às células envolvidas na imunidade, que poderão reconhecê-las e tentarão restringir 

sua instalação e crescimento em outros tecidos. Todavia, tal processo pode ser prejudicado pelo 

desenvolvimento de mecanismos de escape da célula tumoral, evitando assim a ação do sistema 

imunológico (KITAMURA et al., 2015). Dentre as células do sistema imune atuantes contra o 

câncer, tem sido demonstrada a importante participação de monócitos e/ou macrófagos e 

linfócitos T no controle da angiogênese, metástase e invasão tumoral (CHITTEZHATH et al., 

2014; SALMON et al., 2019).  

 Monócitos constituem uma população de leucócitos mononucleares que se desenvolvem 

na medula óssea a partir de monoblastos e são liberados na corrente sanguínea, podendo 

adentrar nos tecidos, nos quais suas características e funções serão determinadas de acordo com 

o microambiente (LEE et al., 2013). Monócitos representam 10% dos leucócitos no sangue 
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humano, estando presentes também em outros mamíferos, aves, anfíbios e peixes. Têm 

importante papel na manutenção da homeostase, por removerem células apoptóticas e 

componentes tóxicos. Em mamíferos, monócitos também representam o elo entre a defesa inata 

contra micro-organismos e a resposta imune adaptativa (AUFFRAY et al., 2009). 

 Para o início de uma resposta imunológica, faz-se necessário o reconhecimento de 

antígenos. Dentre os vários receptores expressos na superfície de monócitos que podem 

reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), damos destaque a dois deles: 

os receptores TLR-2 e TLR-4. A estimulação de diferentes TLRs por componentes microbianos 

induz ativação de diferentes fatores de transcrição e expressão gênica de citocinas, que podem 

favorecer a imunidade inata, bem como comandar o direcionamento da imunidade antígeno-

específica (AKIRA & TAKEDA, 2004). 

 TLR-2 é essencial para o reconhecimento de lipopeptídeos de vários micro-organismos, 

como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, micoplasma, micobactérias e espiroquetas 

(TAKEDA et al., 2002). TLR-4 está relacionado ao reconhecimento de LPS de bactérias Gram-

negativas. Além de componentes bacterianos, estes receptores também reconhecem 

componentes presentes em fungos: TLR-2 é responsável pelo reconhecimento de β-glucana e 

fosfolipomanana, e TLR-4 reconhece mananas (moléculas de superfície de fungos, como o 

gênero Candida) (NETEA et al., 2008; KUMAR et al., 2009; BOURGEOIS & KUCHLER, 

2012). Após o reconhecimento de antígenos presentes na superfície de Candida albicans, ocorre 

a produção de citocinas pró-inflamatórias que serão importantes para a atuação da célula 

fagocítica sobre o fungo (NETEA et al., 2015). 

 Como a ativação de receptores TLR resulta na ativação da via do NF-κB, a crônica 

estimulação destes receptores está associada à inflamação e desenvolvimento de alguns tumores 

malignos. Polimorfismos genéticos desses receptores também estão associados ao maior risco 

de desenvolvimento de alguns tipos de cânceres, e o bloqueio de sua ativação em alguns casos 

de inflamação crônica pode apresentar benefícios terapêuticos contra o desenvolvimento de 

cânceres (CHOW et al., 2012; MOHME et al., 2017). 

 Após o reconhecimento de antígenos, a ativação de linfócitos T depende da interação 

entre moléculas coestimuladoras, como a associação entre CD28 e as moléculas da família B7 

(CD80 e CD86) (WOLK et al., 2000). Tais interações são importantes para a ativação dos 

linfócitos T, e a ausência de moléculas B7 nas células apresentadoras de antígenos (APCs) 

impede o reconhecimento adequado de antígenos pelo receptor de células T (TCR), levando à 

anergia ou morte dos linfócitos. Estímulos relacionados ao CD80 podem levar à ativação de 
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linfócitos Th1, favorecendo assim a resposta antitumoral. Por outro lado, estímulos associados 

a CD86 levam à ativação da resposta Th2 (MATTERN et al., 1998; LAHAT et al., 2003).  

Alguns fármacos utilizados no tratamento de câncer podem atuar sobre células e funções 

específicas do sistema imunológico, modulando sua atividade. Como exemplo, o taxol é capaz 

de elevar a produção de IL-1β por monócitos humanos, a qual pode iniciar uma resposta 

inflamatória contra o tumor ou impedir sua vascularização, restringindo seu crescimento, além 

de aumentar a capacidade fagocítica em monócitos/macrófagos (WHITE et al., 1998). Por outro 

lado, a administração de quimioterapia também se apresenta como fator estressante para o 

organismo, afetando a expressão de moléculas importantes para a elaboração da resposta 

imunológica, como a expressão da molécula HLA-DR na superfície celular, a qual é expressa 

em células apresentadoras de antígenos (APCs), como células dendríticas, macrófagos e 

monócitos, e cuja função é apresentar os antígenos processados para células T CD4+ a fim de 

iniciar a resposta imune específica (PERRY et al., 2003). A diminuição da expressão de HLA-

DR pode estar associada ao aumento do risco de infecções hospitalares e morte em pacientes 

imunodeprimidos e/ou submetidos a regimes quimioterápicos (DÖCKE et al., 2005; KIM et 

al., 2010; HOTCHKISS et al., 2013; HIGASHI et al., 2015). 

 Por serem células circulantes, os monócitos podem atuar como adversários 

imunológicos contra as células tumorais que se desvincularam do tecido tumoral, interferindo, 

assim, no processo de metástase (MOHME et al., 2017). Tal comportamento pôde ser 

observado em pacientes com diferentes cânceres de mama, nos quais monócitos foram 

recrutados para os sítios de metástase nos pulmões onde produziram citocinas como TNF-α e 

IFN-y e atraíram neutrófilos, atuando contra as células tumorais de mama que poderiam aderir 

ao tecido pulmonar (HAGERLING et al., 2019). 

 Embora monócitos participem da resposta imune antitumoral por meio da indução de 

morte celular mediada por citocinas e do processo fagocítico, há evidências de que monócitos 

e macrófagos também possam favorecer a progressão do tumor, contribuindo para metástase e 

imunossupressão, pois expressam genes relacionados ao processo de angiogênese e invasão 

tecidual (QIAN et al., 2011; CHITTEZHATH et al., 2014; HUNG et al., 2018; OLINGY et al., 

2019). 

 Os estudos de Casseta et al (2019) e Ramos et al. (2020) demonstraram que os sítios 

tumorais mamário e endometrial são capazes de recrutar monócitos circulantes, alterando seu 

perfil transcricional de modo que estas células se diferenciem em macrófagos associados a 

tumores (TAM). Monócitos infiltrados no sítio tumoral podem expressar fatores que podem 

favorecer ou dificultar a progressão tumoral, incluindo citocinas e quimiocinas. Dentre as 
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citocinas liberadas, destacaremos TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10. A expressão de destas citocinas 

tem sido relacionada ao aumento da invasão tumoral e pior prognóstico (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 

imunovigilância e escape tumoral (SALAZAR-ONFRAY et al., 2007). TNF-α pode aumentar 

a expressão de mediadores pró-tumorigênicos por células tumorais (MCF-7 e T47D), como 

metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9), assim como a liberação de quimiocinas que 

atraem monócitos (BEN-BARUCH, 2003). Outros estudos indicaram que a ação do TNF-α 

pode variar entre essas linhagens tumorais, embora tanto MCF-7 quanto T47D sejam 

responsivas a estrogênio. Em células MCF-7, o tratamento com TNF-α induziu apoptose, 

enquanto que, em células T47D, promoveu proliferação celular (GOLDBERG & 

SCHWERTFEGER, 2010). TNF-α também pode induzir a expressão de quimiocinas (CCL5 e 

CCL2) em diferentes linhagens de carcinoma de mama, e níveis elevados de quimiocinas 

podem recrutar células inflamatórias (como monócitos), resultando num círculo vicioso de 

infiltração contínua e expressão de fatores pró-malignos como citocinas inflamatórias (TNF-α 

e IL-6), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e enzimas de degradação da matriz 

extracelular, como metaloproteinases de matriz. Tais produtos podem favorecer a angiogênese 

e a perda da arquitetura do tecido, resultando na migração e invasão celular, determinando um 

papel-chave desses monócitos infiltrantes na metástase do câncer de mama, favorecendo assim 

a progressão da doença (BEN-BARUCH, 2003; ENGBLOM et al., 2016; CASSETTA et al., 

2019). 

 Em estudos in vivo, quando administrado diretamente sobre os tumores de 

camundongos, TNF-α inibiu o crescimento do tumor e metástase. Assim, demonstrou-se que 

altas doses de TNF-α podem apresentar potencial antitumorigênico, levando, contudo, à 

toxicidade sistêmica. Em seres humanos, o tratamento com perfusão de TNF-α sobre sarcomas 

em pernas e braços e melanomas foi aprovado na Europa, resultando no efeito antitumoral pela 

destruição da vasculatura que alimentava os tumores. Todavia, em amostras de câncer de mama 

humana, elevadas concentrações de TNF-α foram associadas ao aumento de metástases nos 

linfonodos e, consequentemente, à evolução do estágio tumoral (AGGARWAL, 2003; 

GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010).  

 Além destes resultados, TNF-α também induz maior expressão e atividade de ABCG2 

- transportador associado à resistência das células tumorais aos quimioterápicos. Tal efeito 

também foi atribuído à presença de IL-1β (GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 2010). 
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  IL-1β é uma citocina que também apresentou efeitos controversos em ensaios 

biológicos. Esta citocina pode diminuir a proliferação de células endoteliais e inibir a 

angiogênese (WHITE et al., 1998). Por outro lado, é uma citocina que tem sido encontrada em 

tecidos de câncer de mama humanos, sendo expressa pelas células tumorais ou por células 

associadas ao ambiente tumoral. A presença de IL-1β, bem como de seu receptor solúvel (IL-

1R), pode atuar sobre a produção de outras citocinas pró-tumorigênicas, como IL-8, 

contribuindo para angiogênese, proliferação e invasão. Todavia, as vias de sinalização 

associadas à família IL-1 podem ser diferentes em células ER+ (MCF-7) e em células ER- 

(MDA-MB231) (NICOLINI et al., 2006).  

 A produção elevada de IL-1β é frequentemente associada a prognósticos negativos em 

pacientes com cânceres de mama. Em ensaios in vitro, foi demonstrado que esta citocina está 

associada à migração de células MCF-7, ao agir sobre a fosforilação da proteína cinase de 

adesão focal (FAK) e expressão de MMP-9. Também foi demonstrado que a elevada presença 

de IL-1β atrai células mieloides supressoras que são 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 relação 

aos mecanismos imunológicos, a IL-6 se mostra necessária na resposta contra patógenos, na 

atração de leucócitos para sítios inflamatórios, ativação e diferenciação de linfócitos T e 

macrófagos, e para a produção de proteínas inflamatórias de fase aguda em resposta à lesão 

tecidual. Pela indução da diferenciação de linfócitos T e do estímulo da citotoxicidade dessas 

células, a IL-6 demonstra atividade antitumoral (NICOLINI et al., 2006). Porém, essa citocina 

tem sido encontrada em altas concentrações em amostras de câncer de mama, e acredita-se que 

seja produzida por fibroblastos, macrófagos e linfócitos Th2 associados ao tumor. Sua presença 

tem sido associada à proliferação tumoral e resistência ao tratamento quimioendócrino – aquele 

com associação entre medicamentos quimioterápicos e agonistas hormonais. Uma das possíveis 

vias de atuação da IL-6 consiste no aumento da produção da enzima 17β-hidroxiesteroide 

desidrogenase tipo I (17β-HSD), responsável por converter estrona (E1) a estradiol (E2) - forma 

biologicamente ativa do estrogênio. Tal hormônio atua sobre as células tumorais responsivas a 

estrogênio presentes no tecido mamário, induzindo sua proliferação (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 à diminuição de E-caderina e subsequente 

diminuição da adesão 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 ativação de vias de sinalização (JAK/STAT e MAPkinase) resultando na regulação 

transcricional de genes envolvidos na proliferação celular, sobrevivência e diferenciação 

(NICOLINI et al., 2006). 

 As células tumorais também podem secretar IL-6, cujos níveis in vitro variam de acordo 

com as características moleculares das linhagens tumorais. Como exemplo, células ER- (MDA-

MB231) secretam mais IL-6 que células ER+ (MCF-7) (GOLDBERG & SCHWERTFEGER, 

2010). 

 Tais contradições sobre a atividade da IL-6 em cânceres de mama são respaldadas por 

diversos trabalhos da literatura. Como revisto em KNUPFER & PREIB (2007), alguns 

trabalhos realizados em amostras de tecido mamário não indicam associação entre IL-6 e câncer 

de mama, enquanto outros indicam prognósticos positivos ou negativos. Esses dados precisam 

ser interpretados com cautela, pois os resultados parecem ser opostos. Mas a maioria dos 

trabalhos indicam que a maior concentração de IL-6 no soro de pacientes com câncer está 

associada a pior prognóstico. 

 A ação antitumoral das citocinas mencionadas foi demonstrada em ensaios in vitro. 

Nesses ensaios, as citocinas atuaram sobre as células tumorais pela inibição do receptor para o 

fator de crescimento IGF-1, que é altamente expresso em células MCF-7, e capaz de estimular 

a síntese de DNA. TNF-α, IL-1β e IL-6 reduziram a capacidade de IGF-1 induzir a síntese de 

DNA nestas células, impedindo sua entrada na fase S do ciclo celular, inibindo a proliferação 

de células MCF-7. Também nesse trabalho, as citocinas não foram citotóxicas para as células 

tumorais, mas o TNF-α induziu maior susceptibilidade à fragmentação do DNA (SHEN et al., 

2002; KNUPFER & PREIB, 2007). 

 Assim como as citocinas apresentadas acima, a IL-10 apresenta resultados conflitantes 

quanto à sua atuação em pacientes oncológicos. Esta citocina pode ser produzida por leucócitos 

e pelas células tumorais, e sua presença no soro de pacientes foi relacionada tanto a prognósticos 

negativos para os estágios tardios da doença, devido à sua ação imunossupressora (KOVACS, 

2010; LIPPITZ, 2013) quanto a prognósticos positivos em pacientes com cânceres precoces, 

devido à sua ação anti-inflamatória, que pode contribuir para a progressão tumoral (AHMAD 

et al., 2018). 

 As características ambíguas das citocinas no microambiente tumoral demonstram que a 

atuação de algumas células imunes, como os monócitos, sobre o sítio tumoral ainda não foi 

totalmente decifrada, envolvendo vários fatores, como o estágio tumoral e o microambiente, e 

os diversos mediadores que podem ser produzidos (ENGBLOM et al., 2016). Deste modo, 

diferentes terapias utilizadas para o tratamento de cânceres de mama podem atuar também sobre 
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o sistema imunológico, o que denota a importância de novas pesquisas que possam contribuir 

nesse contexto. 

 A atividade fagocítica de células do sistema imune é importante para a eliminação de 

células tumorais e também para a resposta imune do hospedeiro, principalmente na resposta 

contra agentes patogênicos, como bactérias e fungos, que podem ser causadores de infecções 

oportunistas (FENG et al., 2019). A atividade fagocítica pode ser comprometida pela ação do 

docetaxel sobre os microtúbulos (TEOH & PAVELKA, 2016). Além deste efeito colateral 

específico, os tratamentos quimioterápicos também podem causar imunossupressão, 

acarretando diversas infecções oportunistas. Um dos agentes causadores de infecções 

oportunistas em indivíduos imunossuprimidos é a Candida albicans, que pode levar a óbito 

mais de 30% de indivíduos imunocomprometidos (WISPLINGHOFF et al., 2004; NETEA et 

al., 2008). 

 Em pacientes com câncer, a infecção 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 os tratos gastrointestinal e urogenital. Pode causar infecções superficiais em 

indivíduos saudáveis, porém, em indivíduos imunocomprometidos, pode se tornar letal. Tal 

letalidade acontece por diferentes fatores, tais como a dificuldade em se estabelecer o 

diagnóstico da infecção, a resistência dos fungos ao tratamento, bem como a redução das 

respostas imunes inata e adaptativa (TEOH & PAVELKA, 2016). 

 O estudo de Ahmadi e colaboradores (2019) realizado em camundongos indicou que os 

mecanismos de escape induzidos pela infecção sistêmica por C. albicans podem favorecer 

também o crescimento do adenocarcinoma mamário. Estes mecanismos de escape estão 

relacionados à indução de maior produção de IL-10 pelo hospedeiro, induzindo ação anti-

inflamatória. A infecção também reduz a produção de IFN-γ, responsável pela resposta Th1, a 

qual pode ser efetiva tanto contra a infecção patogênica quanto contra tumores. Deste modo, a 

produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 pelos monócitos é uma 

importante ferramenta imunológica contra a infecção por C. albicans, sendo importantes para 

o recrutamento e ativação das células fagocíticas (NETEA et al., 2015; TEOH & PAVELKA, 

2016). 

 Fagócitos são células altamente produtoras de espécies reativas do oxigênio (EROs), 

que são importantes para a destruição de micro-organismos fagocitados. Todavia, a alta 

produção de EROs também está envolvida com mecanismos internos de lesão celular, podendo 

levar a célula ao colapso de suas funções (BANERJEE et al., 2020). Muitas drogas 

quimioterápicas são fortes indutoras de produção de EROs por células e tecidos não-
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neoplásicos, 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 

macrófagos, a alta produção de EROs pode direcionar para a diferenciação dessas células em 

macrófagos associados a tumores de caráter anti-inflamatório e podem favorecer a progressão 

tumoral. Desse modo, o impedimento da produção ou da ação das EROs pode favorecer a 

resposta imunológica durante o tratamento contra os cânceres (ZHANG et al., 2013). 

Com o objetivo de potencializar os efeitos citotóxicos contra células tumorais e diminuir 

o impacto exercido pelos agentes antitumorais sobre o sistema imunológico, diferentes estudos 

têm investigado a administração concomitante de produtos naturais com quimioterápicos 

(AMBROZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Como exemplo, a associação entre resveratrol 

e curcumina potencializou o efeito da doxorrubicina sobre células de câncer de ovário, além de 

atenuar o efeito cardiotóxico do quimioterápico (CARLSON et al., 2014). A curcumina também 

promoveu melhora do efeito da cisplatina sobre células escamosas de carcinoma de cabeça e 

pescoço (DUARTE et al., 2010). 

Pesquisadores também têm avaliado a associação de diferentes produtos naturais como o 

chá verde, a quercetina, o resveratrol, a melatonina e a capsaicina ao docetaxel sobre diferentes 

linhagens celulares de cânceres de mama e próstata, indicando que a associação entre estes 

produtos potencializou a ação antitumoral do quimioterápico (WANG et al., 2015; SINGH et 

al., 2017; ALONSO-GONZÁLEZ et al., 2018; SÁNCHEZ et al., 2019). 

  

1.3. Própolis 

Dentre os diversos produtos naturais estudados no tratamento do câncer, a própolis tem 

sido considerada promissora. A própolis é produzida a partir de exsudatos e resinas, de 

diferentes fontes vegetais, coletados por abelhas africanizadas, além da adição de cera e 

secreção de suas glândulas (BURDOCK, 1998). Este produto tem sido intensamente 

investigado por nosso grupo de pesquisa, avaliando principalmente sua ação imunomoduladora, 

antitumoral e antimicrobiana (SFORCIN, 2007; SFORCIN & BANKOVA, 2011; SFORCIN, 

2016; RIPARI et al., 2021). Diferentes amostras de própolis têm sido apontadas como agentes 

citotóxicos in vitro e quimiopreventivos contra vários tipos de cânceres in vivo (BANSKOTA 

et al., 2001; ORŠOLIĆ, 2010; SEDA VATANSEVER et al., 2010; WATANABE et al., 2011; 

FRIÓN-HERRERA et al., 2015; MORA et al., 2019).  

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

exerceu ação citotóxica in vitro sobre células A549 de câncer de pulmão, induzindo apoptose e 
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diminuindo o potencial de membrana mitocondrial devido à superexpressão de genes pró-

apoptóticos (Bax e Noxa) e redução do gene antiapoptótico Bcl-XL (FRIÓN-HERRERA et al., 

2015). O mesmo extrato hidroalcóolico de própolis também exerceu atividade citotóxica 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 própolis apresenta potencial em melhorar a ação de 

agentes antitumorais, provavelmente devido a um possível efeito sinérgico. Tal potencial foi 

demonstrado por nosso grupo, revelando que a associação de própolis com carboplatina foi 

eficiente no controle da proliferação de células de osteossarcoma canino in vitro 

(BERNARDINO et al., 2018). Em ensaios in vivo com ratas que desenvolveram câncer de 

mama também foi observado a contribuição da própolis em potencializar a ação do paclitaxel, 

induzindo ação antioxidante e protegendo o organismo de efeitos colaterais induzidos pela 

terapia (PADMAVATHI et al., 2006). 

Componentes isolados da própolis também podem exercer citotoxicidade in vitro. Como 

demonstrado por Silva e colaboradores (2017), o ácido cafeico também apresentou efeito 

citotóxico contra a linhagem celular HEp-2. Um componente similar, o cafeato de feniletila 

(CAPE) também apresentou atividade citotóxica contra células tumorais da linhagem MCF-7, 

e sua associação ao tamoxifeno potencializou o efeito deste quimioterápico (MOTAWI et al., 

2016).  

Além disso, um produto das abelhas sem ferrão – a geoprópolis – associado a diferentes 

quimioterápicos (carboplatina, metotrexato e doxorrubicina) contra células HEp-2, também 

apresentou resultados promissores, exercendo maior citotoxicidade sobre as células tumorais 

em comparação a estes tratamentos isoladamente (BARTOLOMEU et al., 2016). 

Adicionalmente a este trabalho, a atividade da combinação de geoprópolis + doxorrubicina em 

monócitos humanos foi avaliada por nosso grupo. Os dados obtidos demonstraram que a 

combinação não foi citotóxica para monócitos humanos, possuindo ação imunomoduladora 

sobre estas células. Além disso, a adição da geoprópolis impediu a redução do potencial 

microbicida e produção de espécies reativas do oxigênio exercida pela doxorrubicina 

(OLIVEIRA et al., 2019). 

A própolis também apresenta atividade moduladora da resposta imune antitumoral. 

Células natural killer (NK) de ratos tratados com própolis apresentaram maior atividade 

citotóxica sobre células tumorais Yac-1 (SFORCIN et al., 2002). A própolis estimulou também 

a produção de citocinas pró-inflamatórias por animais portadores de melanoma e que foram 

submetidos a estresse crônico, favorecendo a ativação da resposta imune celular antitumoral 
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(MISSIMA et al., 2009). Em camundongos com metástases originadas de carcinoma mamário, 

a própolis e alguns de seus componentes (ácido cafeico, CAPE e quercetina) atuaram sobre os 

sítios metastáticos reduzindo o número de nódulos, além de ativarem a produção de espécies 

reativas do oxigênio e IL-1β por macrófagos, o que contribuiu para a ação imunológica contra 

o tumor (ORŠOLIĆ et al., 2004). A administração de própolis iraniana para camundongos com 

câncer de mama e candidíase disseminada demonstrou que o apiterápico atuou contra o tumor 

e contra a infecção fúngica por meio da produção de TNF-α e IFN-γ (KHOSRAVI et al., 2014). 

Analisando seu efeito sobre células humanas envolvidas na imunidade como monócitos 

e células dendríticas, a própolis apresentou potencial modulador sobre os eventos iniciais da 

resposta imune (BÚFALO et al., 2014; CONTI et al., 2016; SANTIAGO et al., 2016; 

SFORCIN, 2016). Muitas destas funções estão diretamente relacionadas a seus componentes 

fenólicos, dos quais destacam-se os ácidos derivados do ácido cinâmico: ácido cafeico, ácido 

dihidrocinâmico e p-cumárico (BÚFALO et al., 2013; CONTI et al., 2013; CARDOSO et al., 

2017) 

Assim, os dados obtidos por nosso grupo e por demais pesquisadores têm demonstrado 

que a própolis apresenta-se como um produto com propriedades antitumoral e 

imunomoduladora, podendo ser utilizada em estudos que objetivam o desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas para o tratamento do câncer. Neste cenário, nosso grupo também 

tem investigado a ação de combinações entre a própolis ou geoprópolis e quimioterápicos sobre 

linhagens tumorais. Além disso, temos investigado a ação imunomoduladora destas 

combinações sobre monócitos humanos, que são células circulantes do sangue periférico e 

expostas aos quimioterápicos, a fim de compreendermos a ação da própolis sobre células de 

defesa expostas a quimioterápicos.  
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo de nosso trabalho foi investigar a ação da combinação entre própolis (EEP) 

e o quimioterápico docetaxel (DTX) sobre a linhagem celular MCF-7 e sobre monócitos 

humanos, visando desenvolver uma associação que seja capaz de combater as células tumorais, 

agindo citotoxicamente sobre essa linhagem tumoral e modulando o papel de monócitos, sem 

prejuízo das funções de células envolvidas na resposta imune. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Neste trabalho, buscou-se investigar o efeito da combinação entre própolis e docetaxel 

(EEP+DTX) nos seguintes parâmetros: 

 

✓ Viabilidade celular da linhagem de câncer de mama (MCF-7), pelo ensaio de 

MTT. 

✓ Determinação do tipo de morte celular (apoptose ou necrose) desencadeada pelo 

tratamento com a combinação EEP+DTX sobre a linhagem tumoral MCF-7, por 

citometria de fluxo. 

✓ Expressão de marcadores celulares (TLR-2, TLR-4, HLA-DR e CD80), por 

citometria de fluxo, a fim de verificar se a combinação EEP+DTX pode 

influenciar o reconhecimento e apresentação de antígenos. 

✓ Produção de citocinas pró- e anti-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10) que 

possuem papel na inibição e/ou progressão tumoral, por ensaio imunoenzimático 

(ELISA). 

✓ Atividade fungicida de monócitos contra Candida albicans, no intuito de 

analisar se a combinação EEP+DTX pode afetar a atividade de monócitos contra 

um fungo presente na microbiota humana que, em indivíduos 

imunossuprimidos, pode causar infecção oportunista. 

✓ Produção de espécies reativas do oxigênio (EROs) por monócitos, com o 

objetivo de verificar o potencial antioxidante da combinação. 
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✓ Influência do sobrenadante da cultura de monócitos tratados com a combinação 

EEP+DTX sobre a viabilidade, migração e invasão celular da linhagem tumoral 

MCF-7. Com estes ensaios, verificamos como a associação EEP+DTX poderia 

interferir na ação dos monócitos sobre o microambiente tumoral. 

 

 

Após as referências bibliográficas, encontra-se redigido o manuscrito a ser submetido à 

publicação junto a British Journal of Pharmacology, intitulado “Brazilian green propolis 

improves docetaxel cytotoxic effects on breast cancer MCF-7 cells and exerts an 

immunomodulatory action in women monocytes”. 
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 20 

Abstract 21 

Docetaxel (DTX) is one therapeutic approach against breast cancer, but it may exert side effects 22 

like toxicity and immunosuppression. To reduce its adverse effects, the dual application of 23 

medicines and natural products has been studied. Here we investigated the cytotoxic and 24 

immunomodulatory effects of the ethanolic extract of propolis (EEP) in combination with DTX 25 

on breast cancer MCF-7 cells and on women’s monocytes. The cytotoxic potential of 26 

EEP+DTX was assessed by MTT assay and the type of tumor cell death was evaluated by flow 27 

cytometry. The effects of EEP, DTX and EEP+DTX on the migration and invasion of MCF-7 28 

cells were observed. Cytokine production by monocytes was assessed by ELISA; and the 29 

expression of cell surface markers was verified by flow cytometry. We also investigated the 30 

fungicidal activity of monocytes against Candida albicans and reactive oxygen species (ROS) 31 

generation. Finally, the impact of the supernatants of treated monocytes in the viability, 32 

migration and invasiveness of tumor cells was assessed. EEP (25 μg/mL) + DTX (10 nM) 33 

mailto:eo.cardoso@unesp.br
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enhanced the cytotoxicity of DTX alone against MCF-7 cells by inducing necrosis and 34 

inhibiting their migratory ability. EEP+DTX were safe to monocytes and stimulated HLA-DR 35 

expression, TNF-α and IL-6 production, exerted an immunorestorative action in the fungicidal 36 

activity and reduced the oxidative stress. This is a new and relevant finding that deserves further 37 

investigation due to its practical implication, proposing a new therapeutic approach for 38 

oncological patients in Complementary and Alternative Medicine. 39 

  40 

Keywords: propolis, docetaxel, breast cancer, immunomodulation 41 

 42 

1. Introduction 43 

Docetaxel (DTX) is commonly used against different cancer types such as prostate, 44 

breast and small cell lung cancer. It is derived from taxanes synthetized from a 10-deacetyl 45 

baccatin III, extracted from the leaves of the European yew Taxus baccata (Montero et al., 46 

2005). DTX is a β-tubulin ligand and acts by interrupting the dynamics of microtubules, 47 

damaging chromosome segregation and blocking cell cycle progression. Chemotherapy may 48 

also affect several pathways leading to apoptosis of tumor cells (Hernández-Vargas et al., 49 

2007). However, the continuous use of high-dose DTX may cause several side effects including 50 

fatigue, neutropenia, and muscle ache (Sim et al., 2018). Due to its effect on microtubules, DTX 51 

may also harm the phagocytic activity of neutrophils and monocytes (Teoh & Pavelka, 2016). 52 

During tumor development, some cells may be exposed to monocytes, macrophages, 53 

and lymphocytes, which may recognize and restrain tumor cell growth. Monocytes are found 54 

in the blood and act against tumor cells that have escaped from primary tumor tissue, inhibiting 55 

their metastatic dissemination (Mohme et al., 2017). In patients with breast cancer, monocytes 56 

are recruited to metastasis sites where they produce TNF-α and IFN-γ and attract neutrophils, 57 

acting against tumor cells, which may adhere to the lung tissue (Hagerling et al., 2019). 58 

Although monocytes kill tumor cells by producing cytokines and exerting phagocytosis, they 59 

may also favor tumor progression by expressing genes related to angiogenesis and tissue 60 

invasion (Hung et al., 2018). 61 

A range of natural products has been investigated simultaneously with chemotherapy in 62 

order to increase its antitumor action and diminish side effects (Oliveira Júnior et al., 2018). 63 

Resveratrol and curcumin potentiated doxorubicin effects against ovarian cancer cells in vitro 64 

(Carlson et al., 2014). The effects of green tea, quercetin, melatonin and capsaicin combined to 65 
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DTX were also assessed on prostate and breast cancer cell lineages, increasing the antitumor 66 

potential of DTX (Wang et al., 2015; Singh et al., 2017; Alonso-González et al., 2018; Sánchez 67 

et al., 2019). 68 

Among natural products assayed for cancer treatment, propolis has stood out as a 69 

promising candidate. Propolis is made by honeybees after collecting exudates and resins from 70 

different botanical sources and has been investigated due to its pharmacological properties, 71 

exhibiting antitumoral and immunomodulatory action (Sforcin, 2016). The ethanolic extract 72 

propolis (EEP) exerted a cytotoxic activity against lung cancer A549 cells and laryngeal 73 

epidermoid carcinoma HEp-2 cells by inducing apoptosis (Frión-Herrera et al., 2015; Silva et 74 

al., 2017). Propolis also enhanced the action of antitumor agents such as carboplatin against 75 

canine osteosarcoma in vitro (Bernardino et al., 2018), and paclitaxel against breast tumor in 76 

rats (Padmavathi et al., 2006). In addition, EEP displayed an immunomodulatory action in 77 

monocytes and dendritic cells, stimulating the initial steps of the immune response (Búfalo et 78 

al., 2014; Conti et al., 2016; Santiago et al., 2016; Sforcin, 2016). These effects seemed to be 79 

related to phenolic compounds, mainly the derivatives of cinnamic acid, such as caffeic, 80 

dihydrocinnamic and p-coumaric acid (Conti et al., 2013; Cardoso et al., 2017). 81 

The aim of the present study was to investigate the effects of EEP in combination with 82 

reduced concentrations of DTX against a breast tumor cell lineage (MCF-7) to determine 83 

whether this treatment could improve the cytotoxic action of DTX. Since chemotherapy is 84 

systemically distributed and monocytes are circulating cells, the most efficient combination of 85 

EEP+DTX against MCF-7 cells was also assessed in monocytes obtained from women 86 

peripheral blood, to observe possible cell function changes. 87 

 88 

Material and Methods 89 

Ethanolic extract of propolis (EEP) 90 

The hydroalcoholic extract of Brazilian propolis was prepared after grinding 30 g of 91 

propolis, adding 70% ethanol to obtain 100 mL. EEP was kept at room temperature in the dark 92 

and with moderate shaking. After 7 days, the extract was filtered and the dry weight was 93 

calculated (110 mg/mL). For each assay, the extract was diluted in DMEM or RPMI 1640 94 

culture medium (Cultilab, Brazil) containing L-glutamine (0.1 g/L), sodium bicarbonate (2.2 95 

g/L), non-essential amino acids (10 mL/L) and supplemented with 10% fetal bovine serum 96 

(FBS) (complete DMEM or RPMI). For the assays with MCF-7 cells, the following 97 
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concentrations of EEP were used: 25; 50; 75 and 100 μg/mL, and for the immunological assays 98 

with monocytes, we used EEP 25 μg/mL (according to the most efficient cytotoxic action 99 

against MCF-7 cells in combination with DTX). 100 

 101 

Docetaxel and combinations with EEP 102 

DTX solution (IMA Laboratory, Argentina) containing water and 13% ethanol was 103 

diluted in phosphate-buffered saline (PBS) 1000 nM and maintained at -20°C. This stock 104 

solution was diluted for the MCF-7 cell viability assay to obtain 1; 2.5; 5; 10; 25; 50; 75 and 105 

100 nM. 106 

To obtain the combinations EEP+DTX, the concentrations of propolis (25, 50, 75 and 107 

100 μg/mL) were mixed with the lower concentrations of DTX that affected MCF-7 cell 108 

viability: 5, 10 and 25 nM. 109 

 110 

MCF-7 cell culture 111 

 MCF-7 cells were obtained from the Tissue Culture Shared Resource (TCSR) at the 112 

Lombardi Comprehensive Cancer Center, Georgetown University, Washington DC. Cells were 113 

grown in Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM - Cultilab, Brazil) with 10% FBS, 114 

streptomycin (100 μg/mL) and penicillin (100 U/mL),and cultivated at 37°C and 5% CO2. After 115 

growth, cells were detached using 0.2% trypsin in 5% EDTA and counted (2 × 105 cells/mL). 116 

Then, 100 μL of cell suspension was added on 96-well plates and incubated for 24 h for 117 

adherence. Thereafter, supernatants were removed and EEP, DTX and their combinations were 118 

added at the concentrations described above and the plates were incubated for 24, 48 and 72 h 119 

for the viability assay. As control, cells were treated only with DMEM medium with FBS or 120 

with the highest concentration of 70% ethanol (propolis solvent) used in the assays (0,013%).   121 

 122 

Monocyte culture 123 

Blood was obtained from 10 healthy female donors aged 18-50 years, non-smokers, who 124 

did not consume alcohol 24 h before blood collection nor anti-inflammatory drugs the previous 125 

week. 126 

Blood samples were heparinized and centrifuged in Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-127 

Sciences, Sweden – density = 1.077) to obtain the peripheral blood mononuclear cells (PMBC). 128 

Monocytes were isolated using magnetic-activated cell sorting (Miltenyi Biotec Inc, USA). 129 
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Viable cells were counted using 0.2% Trypan blue staining and resuspended to a final 130 

concentration of 1 × 106 monocytes/mL in complete RPMI. The cells were treated with EEP 131 

(25 μg/mL), DTX (10 nM) and the combination of EEP+DTX for 24 h. Lipopolysaccharide 132 

(LPS, 5 μg/mL) was used as a positive control. 133 

This study was approved by the Ethics Committee of the Botucatu Medical School, 134 

UNESP (CAAE 68218117.4.0000.5411).   135 

 136 

Assessment of cell viability 137 

Cell viability was assessed using the 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-138 

2,5diphenyltetrazolium bromide (Sigma-Aldrich Corporation, USA) MTT assay. 139 

After incubation of MCF-7 cells or monocytes with the stimuli (EEP, DTX and their 140 

combinations), supernatants were removed and 100 μL of MTT (1 mg/mL) in complete medium 141 

was added to the cell cultures for 3 h. Then, MTT was removed and dimethyl sulfoxide (Sigma-142 

Aldrich Corporation, USA) was added to dissolve the formazan salt. Absorbances were read at 143 

540 nm and the optical density (O.D.) was used to obtain the percentages (%) of cell viability:  144 

% cell viability = (O.D. treated cells / O.D. control) × 100. 145 

 146 

MCF-7 cell death type by annexin V-FITC and propidium iodide (AV/PI) staining 147 

To determine the type of cell death (apoptosis or necrosis), the FITC Annexin V 148 

Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, USA) was used according to manufacturers’ 149 

guidelines. MCF-7 cells (1 × 105 cells) were seeded on 24-well plates and incubated for 24 h 150 

adherence. After, cells were treated with EEP (25 µg/mL), DTX (10 nM) and the combination 151 

EEP+DTX that demonstrated a higher cytotoxic action than DTX itself. After 24 h, cells were 152 

trypsinized and centrifuged (300 g for 10 min). Cell pellet was washed twice with PBS and 153 

incubated with annexin V and propidium iodide (PI) for 15 min in the dark at room temperature. 154 

Cells were analyzed by flow cytometer FACSCanto II (BD Biosciences, USA) and data was 155 

analyzed using the FlowJo software (BD Biosciences, USA). The percentages of apoptotic 156 

(AV+/PI-), necrotic (AV+/PI+ or AV-/PI+) and live cells (AV-/PI-) were determined. 157 

 158 

Migration and invasion assay: effects of EEP, DTX, EEP+DTX and supernatants of 159 

treated monocytes on MCF-7 cells 160 
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First, to observe the effects of EEP and DTX directly on tumor cells migratory behavior, 161 

MCF-7 cells (1 × 105 cells) were platted in the upper chambers of 24-wells ThinCert cell culture 162 

inserts with pores (8.0 µm size) (Greiner Bio-One, Austria).  163 

For the invasion assay, the inserts were covered with Geltrex (Gibco, USA). The cells 164 

were treated with EEP, DTX and EEP+DTX diluted in a serum free RPMI 1640 medium. 165 

The same procedure was carried out to evaluate the effects of monocytes on the 166 

migratory and invasive ability of tumor cells, using the supernatants collected from monocyte 167 

cultures treated with EEP, DTX and their combination for 24 h. RPMI medium supplemented 168 

with 20% FBS was added in the lower well as a chemoattractant factor and the cultures were 169 

incubated for 24 h at 37°C and 5% CO2. Then, the cells in the upper chamber were removed 170 

with a cotton swab, and the cells that migrated to the lower surface of the inserts were fixed in 171 

methanol for 10 min and stained with violet crystal for a further 10 min. The migrated cells 172 

were photographed with a 200x objective in an inverted microscope (Zeiss, Germany). Four 173 

non-overlapped images were randomly analyzed for each well and the migrated cells were 174 

manually counted.  175 

 176 

Cell markers expression 177 

The expression of HLA-DR, CD80, TLR-2 and TLR-4 by monocytes was analyzed 178 

using a FACSCanto II flow cytometer (Becton Dickinson, USA).  179 

After treatments with EEP, DTX and their combination for 24 h, monocytes were 180 

incubated with the following monoclonal antibodies (Biolegend, USA): anti-CD14-PercP-181 

Cy5.5 (clone M5E2), anti-HLA-DR-FITC (clone L243), anti-CD80-PE (clone 2D10), anti-182 

TLR-2-FITC (clone TLR2.1) and anti-TLR-4-PE (clone HTA125). Monocytes were stained 183 

and incubated at 4°C for 30 min at dark. After washing with isoton, cells were fixed with 5% 184 

p-formaldehyde in isoton.  185 

Thirty thousand events were analyzed using the CellQuest Software (USA) and FlowJo 186 

vX0.7 (Becton Dickinson, USA). For each test, an autofluorescent tube, a monomarked control 187 

and FMO (Fluorescence Minus One) control were included. Gate strategy was based on size 188 

(FSC) and granularity (SSC), followed by doublets exclusion and determination of the CD14+ 189 

population. Data was presented as a percentage of cells that expressed the markers in the gated 190 

CD14-positive cells. 191 

 192 

Cytokine production  193 
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After monocyte incubation with the stimuli for 24 h, supernatants of cell cultures were 194 

collected and used to determine IL-1β, TNF-α (R&D Systems, USA), IL-6 and IL-10 195 

(Biolegend, USA) production by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), according to 196 

manufacturers’ instructions. 197 

  Capture antibodies specific to each cytokine were added to 96-well flat-bottom plates 198 

Nunc MaxiSorp (Nunc/Apogent, Thermo Fisher Scientific, USA). After overnight incubation, 199 

the plates were washed with PBS+Tween 20 (0,05%) and blocked with bovine serum albumin. 200 

Supernatants were added to the plates (100 µL) for 2 h and, after washing, detection antibodies 201 

were added. Further washing, streptoavidin and the substrate were added, and the absorbances 202 

were determined at 450 nm. 203 

 204 

Candidacidal activity of monocytes 205 

 After treatments with EEP, DTX and their combination for 24 h, monocytes were 206 

challenged with Candida albicans (SC 5314), containing 5 × 106 yeasts/mL in complete RPMI 207 

medium (ratio monocyte/yeast = 1:5). After 2 h at 37°C, supernatants were harvested and wells 208 

were washed with sterile distilled water to disrupt the monocyte membrane, releasing the yeasts 209 

due to possible phagocytosis. A volume of 10 mL was obtained for each well after washing. 210 

Twenty microliters from this volume were pipetted and plated in Sabouraud agar (Difco 211 

Laboratories, USA) in duplicate and plates were incubated at 35°C. After 24 h, colony-forming 212 

units (CFU) in the plates containing monocyte-yeast cocultures (experimental plates) were 213 

counted, and plates containing only yeasts were considered as the control (100%). The 214 

percentage of candidacidal activity was determined by the formula:  215 

[1 – (mean CFU of experimental plates / mean CFU of control plates)] x 100. 216 

 217 

Intracellular formation of reactive oxygen species (ROS) by monocytes 218 

To determine the effects of the stimuli on ROS generation by monocytes, the 219 

dichlorofluorescein (DCFH-DA) detection assay was performed. Monocytes (1 × 106
 cells/mL) 220 

were plated and treated for 24 h. After this period, phorbol myristate acetate (PMA - 5.3 mM) 221 

was added for 20 minutes. Culture supernatants were removed and cells were washed with PBS 222 

and centrifuged. Cells were incubated with DCFH-DA (0.5 μM) for 45 minutes at 37°C. Finally, 223 

cells were washed, centrifuged, resuspended in isoton and marked with anti-CD14-PercP-Cy5.5 224 
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antibody (clone M5E2) for 30 min at 4°C. After washing, the cell pellet was resuspended in 225 

isoton.  226 

DCF fluorescence intensity was analyzed using the FACSCanto II (Becton Dickinson, 227 

San Jose, CA, USA) flow cytometer at 480 nm excitation wavelength and fluorescence 228 

emission was measured in FL-1 channel at 530 nm. Twenty thousand events were recorded for 229 

each analysis. Gate strategy was based on size (FSC) and granularity (SSC), followed by 230 

doublets exclusion and determination of the CD14+ population. Data was presented as median 231 

of fluorescence intensity obtained in the gated CD14-positive cells. 232 

 233 

Effect of monocyte supernatants on MCF-7 cells 234 

To observe a possible impact of mediators produced by monocytes incubated with EEP, 235 

DTX, EEP+DTX, LPS and medium alone (control), the supernatants of monocyte cultures were 236 

taken after 24 h and incubated with MCF-7 cells for 24, 48 and 72 h. RPMI was used as the 237 

control of viable MCF-7 cells. Cell viability was assessed by MTT assay as described above. 238 

 239 

Statistical analysis 240 

Poisson and Gamma Distribution test were used for nonparametric variables. For 241 

parametric variables, Analysis of Variance (ANOVA) and Dunnett’s test (P < 0.05) were used. 242 

Data was analyzed using SAS for Windows, 9.2 version, and GraphPad Prism 5 (GraphPad San 243 

Diego, USA). 244 

 245 

Results 246 

 247 

EEP enhanced DTX cytotoxicity on MCF-7 cells without affecting monocyte viability 248 

Although the assays were performed after 24, 48 and 72 h, the effects of the treatments 249 

were more prominent after 48 h in MCF-7 cells and are shown below. 250 

DTX reduced by 56% the viability of MCF-7 cells after 48 h in a concentration-251 

dependent manner (Figure 1A). Graphics illustrating 24 and 72 h are presented in the 252 

supplementary file.  253 
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MCF-7 cells were resistant to EEP action after 24 and 48 h (Figure 1B) and a cytotoxic 254 

action was seen only after 72 h (supplementary file). However, EEP (25 µg/mL) in combination 255 

with DTX (10 nM) exerted a higher cytotoxic effect on MCF-7 cells than DTX alone (Figure 256 

1C). Thus, these concentrations were used in combination in the next assays because they also 257 

exerted a more efficient effect in the growth curve assay than DTX alone compared to the other 258 

combinations (data not shown). 259 

To assess the effects of EEP+DTX on monocyte viability, cells were incubated for 24 260 

and 48 h with the stimuli. However, we evaluated monocyte functions only after 24 h, because 261 

this period may accommodate the time lag between the addition of the variables and cell 262 

response in vitro. EEP, DTX and their combination did not affect monocyte viability after 24 h 263 

(figure 1D) nor after 48 h (supplementary file).  264 

 265 

 266 

 267 

Figure 1. Viability (%) of MCF-7 cells treated with docetaxel (DTX – 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 and 100 268 
nM) (A); propolis (EEP – 25, 50, 75 and 100 µg/mL) (B); the combination DTX (10 nM) and EEP (25 269 
– 100 µg/mL) (C) for 48 h. Assays were performed three times in triplicate. After MCF-7 cell viability 270 
assay, monocytes were treated with EEP (25 µg/mL), DTX (10 nM), EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM), 271 
and LPS (5 µg/mL) for 24 h. Monocytes were obtained from female donors (n = 10). Data represent 272 
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mean and standard deviation. Significantly different from control: ** (P < 0.01); *** (P < 0.001). 273 
Significantly different from DTX: + (P < 0.05); ++ (P < 0.01). 274 

 275 

EEP+DTX induced necrosis in MCF-7 cells 276 

Since EEP+DTX reduced MCF-7 cell viability after 48 h, we classified the type of cell 277 

death only after 24 h because of the elevated percentage of dead cells after 48 h. A low 278 

percentage of apoptotic and necrotic cells was seen after 24 h, predominantly necrosis rather 279 

than apoptosis (Figure 2). 280 

 281 

 282 

Figure 2. Percentage (%) of MCF-7 cells in apoptosis and necrosis after treatment with propolis (EEP 283 
– 25 µg/mL), docetaxel (DTX – 10 nM) and the combination EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM) for 24 284 
h. Assays were performed three times in triplicates. Data represent mean and standard deviation. 285 
Significantly different from live cells: *** (P < 0.001). Significantly different from apoptosis: + (P < 286 
0.05). 287 

 288 

EEP+DTX impaired MCF-7 cells migration and invasiveness 289 

DTX alone or in combination with EEP impaired the migration of breast cancer MCF-290 

7 cells (Figure 3A). EEP did not affect the migratory ability of these cells. None of the 291 

treatments affected the invasiveness of MCF-7 cells (Figure 3B). 292 
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 293 

Figure 3. Percentage (%) of migration (A) and invasion (B) of MCF-7 cells treated with EEP (25 294 
µg/mL), DTX (10 nM) and EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM) for 24 h. Assays were performed three 295 
times in triplicates Data represent mean and standard deviation. Significantly different from control: * 296 
(P < 0.05); *** (P < 0.001). Significantly different from DTX: +++ (P < 0.001). 297 

 298 

EEP+DTX enhanced HLA-DR+ monocytes and diminished CD80+ percentage 299 

EEP alone and in combination with DTX stimulated HLA-DR expression in women 300 

monocytes (Figure 4A) and slightly decreased the percentage of CD80+ monocytes (Figure 301 

4B). Treatments did not alter TLR-2 and TLR-4 expression compared to DTX alone (Figure 302 

4C and 4D). 303 

 304 
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 305 

Figure 4. Percentage (%) of monocytes expressing HLA-DR (A), CD80 (B), TLR-2 (C) and TLR-4 (D) 306 
after treatment with propolis (EEP – 25 µg/mL), docetaxel (DTX – 10 nM), combination EEP (25 307 
µg/mL) + DTX (10 nM), and LPS (5 µg/mL) for 24 h. Monocytes were obtained from female donors (n 308 
= 10). Data represent mean and standard deviation. Significantly different from control: ** (P < 0.01); 309 
*** (P < 0.001). Significantly different from DTX: + (P < 0.05); ++ (P < 0.01); +++ (P < 0.001). 310 

 311 

Cytokine production by monocytes 312 

EEP and DTX did not affect the production of IL-1β and IL-10 by monocytes after 24 313 

h (Figure 5A and 5D). EEP+DTX nonsignificantly stimulated TNF-α production (Figure 5B). 314 

EEP alone and in combination with DTX increased IL-6 production by these cells (Figure 5C). 315 
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 316 

Figure 5. IL-1β (A), TNF-α (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) production (pg/mL) by monocytes after 317 
treatment with propolis (EEP – 25 µg/mL), docetaxel (DTX – 10 nM), combination EEP (25 µg/mL) + 318 
DTX (10 nM), and LPS (5 µg/mL) for 24 h. Monocytes were obtained from female donors (n = 10). 319 
Data represent mean and standard deviation. Significantly different from control: * (P < 0.05); *** (P < 320 
0.001). Significantly different from DTX: + (P < 0.05); +++ (P < 0.001). 321 

 322 

EEP restored the candidacidal activity of monocytes inhibited by DTX 323 

EEP and DTX reduced the candidacidal activity of monocytes. However, their 324 

combination restored it to baseline levels similar to control (Figure 6). It is worth noting that 325 

the results presented an elevated standard deviation, indicating a high variability of cells 326 

obtained from different female donors. 327 

  328 
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 329 

Figure 6. Percentage (%) of candidacidal activity of monocytes after treatment with propolis (EEP – 25 330 
µg/mL), docetaxel (DTX – 10 nM) and EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM) for 24 h. Monocytes were 331 
obtained from female donors (n = 10). Data represent mean and standard deviation. Significantly 332 
different from control: * (P < 0.05); ** (P < 0.01). Significantly different from DTX: + (P < 0.05). 333 

 334 

EEP and EEP+DTX reduced ROS generation by monocytes 335 

 DCFH-DA acts by crossing the cell membrane and is deacetylated by esterases, 336 

resulting in the compound DCFH that is oxidized by ROS producing a fluorescent form: DCF. 337 

The fluorescence emission determines the rate of ROS produced by monocytes. 338 

 In our assays, EEP and EEP+DTX reduced the median fluorescence intensity of DCF, 339 

indicating that the stimuli inhibited ROS generation by monocytes (Figure 7). 340 

 341 
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 342 

Figure 7. DCF relative median fluorescence intensity of monocytes after treatment with propolis (EEP 343 
– 25 µg/mL), docetaxel (DTX – 10 nM), EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM), and LPS (5 µg/mL) for 24 344 
h. UC corresponds to unstained control. Monocytes were obtained from female donors (n = 10). Data 345 
represent mean and standard deviation. Significantly different from control: * (P < 0.05); ** (P < 0.01). 346 
Significantly different from DTX: + (P < 0.05). 347 

 348 

Supernatants of monocytes treated with EEP+DTX had no effects on MCF-7 cell viability 349 

The supernatants obtained from monocytes treated with the stimuli could contain several 350 

mediators able to affect the viability and growth of tumor cells. Here, EEP alone and in 351 

combination with DTX did not exert any effect on MCF-7 cell viability. Only the supernatants 352 

from cultures treated with DTX and LPS diminished the viability of tumor cells (Figure 8). 353 
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 354 

Figure 8. Viability (%) of MCF-7 cells after incubation with supernatants (s) obtained from monocytes 355 
incubated with EEP (25 µg/mL), DTX (10 nM), EEP (25 µg/mL) + DTX (10 nM), LPS (5 µg/mL) and 356 
medium alone (control) for 24, 48 and 72 h. RPMI was used as control of viable MCF-7 cells. Assays 357 
were performed three times in triplicates. Monocytes were obtained from female donors (n = 10). Data 358 
represent mean and standard deviation. Significantly different from RPMI: * (P < 0.05); ** (P < 0.01). 359 
Significantly different from DTX: + (P < 0.05). 360 

 361 

Effect of the supernatants from monocytes treated with EEP+DTX on the migratory and 362 

invasive capacity of MCF-7 cells 363 

While EEP+DTX directly decreased MCF-7 cell migration, on the other hand, the 364 

supernatant from monocytes treated with EEP+DTX seemed to induce the migratory and 365 

invasive potential of breast tumor cells (Figure 9).  366 

  367 

 368 

 369 
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Figure 9. Percentage (%) of migration (A) and invasion (B) of MCF-7 cells treated with supernatants 370 
(s) from monocytes cultured DTX (10 nM), EEP (25 µg/mL), DTX (10 nM) + EEP (25 µg/mL), and 371 
LPS (5 µg/mL) for 24 h. Assays were performed three times in triplicate. Monocytes were obtained 372 
from female donors (n = 10). Data represent mean and standard deviation. Significantly different from 373 
Control: * (P < 0.05); ** (P < 0.01); *** (P < 0.001). Significantly different from DTX: + (P < 0.05). 374 

 375 

Discussion 376 

 Docetaxel is a well-known chemotherapeutic drug employed against breast cancer 377 

(Montero et al., 2005). In our study, DTX exerted a cytotoxic action against MCF-7 cells, what 378 

is in agreement with Morse et al. (2005). Hernandez-Vargas et al. (2007) observed that DTX 379 

may act in this cell lineage according to its concentration: concentrations lower than 10 nM 380 

induced necrosis, while 100 nM induced cell cycle arrest on G2/M phase, leading to apoptosis. 381 

To verify the type of cell death after treatment with DTX, EEP or their combination, MCF-7 382 

cells were incubated for 24 h with the stimuli and a low percentage of apoptosis or necrosis was 383 

observed in EEP- and DTX-treated cells. The combination EEP+DTX induced a more 384 

prominent necrosis than apoptosis. 385 

 Brazilian green propolis exhibits a cytotoxic activity against several cancer lineages 386 

(Sforcin, 2016). Here, EEP affected the viability of MCF-7 cells using concentrations higher 387 

than 50 μg/mL after 72 h (supplementary data). These cells were more resistant to propolis 388 

action than canine osteosarcoma and laryngeal epidermoid carcinoma HEp-2 cells (Cinegaglia 389 

et al., 2013; Silva et al., 2017). Lower concentrations (<20 μg/mL) of Brazilian green propolis 390 

did not affect MCF-7 cells (Kamiya et al., 2012). Propolis samples from different countries also 391 

showed a cytotoxic action against MCF-7 cells: Chinese propolis - 25-200 μg/mL after 24 and 392 

48 h (Xuan et al, 2014); Indian propolis - 100 and 250 μg/mL after 24 h (Choudhari et al., 393 

2013), and Turkish propolis at concentrations higher than 63 μg/mL after 24 h (Seda Vatansever 394 

et al., 2010). These findings demonstrated that MCF-7 cells are not easily destroyed by propolis 395 

samples; moreover, propolis from different geographic regions present distinct chemical 396 

compounds, which are responsible for their diverse pharmacological activity.  397 

 Mankind has used natural products for treating several diseases for centuries. More 398 

recently, some countries have adopted Complementary and Alternative Medicine including the 399 

use of natural products concomitantly with conventional medicine. This approach could be 400 

beneficial for cancer patients, favoring the pharmacokinetics of some drugs, preventing tumor 401 

cell resistance to chemotherapy and minimizing side effects (Tsai et al., 2017). Therefore, the 402 

interaction of natural products with reduced concentrations of chemotherapeutic drugs should 403 
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be investigated not only to avoid adverse effects but also to observe a possible antagonistic 404 

effect. Accordingly, our group has previously investigated the combination of bee products with 405 

different drugs. Geopropolis produced by stingless bees improved the effects of doxorubicin 406 

against HEp-2 cells (Bartolomeu et al., 2016). Propolis made by honeybees enhanced the 407 

cytotoxic effect of carboplatin against canine osteosarcoma cells (Bernardino et al., 2018). In 408 

our study, EEP improved DTX cytotoxic effects against MCF-7 cells. 409 

 Regarding the cytotoxic activity of EEP+DTX against MCF-7 cells, our data revealed 410 

that the best combination was EEP (25 μg/mL) + DTX (10 nM). This combination induced cell 411 

death by necrosis; moreover, EEP+DTX inhibited the migration of MCF-7 cells. This may be 412 

a probable effect of DTX in the dynamics of microtubules responsible for cell movement during 413 

migration (Teoh & Pavelka, 2016).   414 

In continuity, we investigated the effects of EEP+DTX on women monocytes. These 415 

cells recognize and present antigens to T lymphocytes to activate adaptive immunity, and attack 416 

tumor cells due to phagocytosis and by producing cytokines and ROS. Many studies have 417 

demonstrated that DTX reduces the number of neutrophils and lymphocytes and increases 418 

eosinophils in cancer patients (Tong et al., 2000; Tsavaris et al., 2002; Hamdan et al., 2019). 419 

DTX caused lymphopenia in mice with prostate cancer, what was prevented by treating the 420 

animals with the mushroom extract of Trametes versicolor (Wenner et al., 2012). In our assays, 421 

neither DTX nor EEP exerted a cytotoxic action in monocytes. This is an interesting finding, 422 

revealing a differential effect of EEP+DTX on tumor (MCF-7) cells but not on immune 423 

(monocyte) cells. 424 

 Regarding monocyte functions, DTX did not affect the expression of TLR-2 and TLR-425 

4, which are important for microbial antigen recognition. DTX did not affect HLA-DR 426 

expression, what is in accordance with previous work assessing dendritic cells (Nakashima et 427 

al., 2005) and macrophages (Millrud et al., 2018). This molecule is a fundamental key for 428 

antigen presentation by monocytes and its reduction is associated to an increased risk of 429 

nosocomial infections and a lower survival of patients undergoing chemotherapy (Kim et al., 430 

2010; Hotchkiss et al., 2013; Higashi et al., 2015).  431 

On the other hand, EEP and EEP+DTX upregulated HLA-DR expression by monocytes, 432 

indicating a positive effect of propolis favoring antigen presentation. However, EEP+DTX 433 

reduced CD80 expression, which is a co-stimulatory molecule required for T cell activation. 434 

The impaired interaction between CD80 and CD28 may lead lymphocytes to anergy or death, 435 

while the proper binding supports the activation of the Th1 profile, contributing to the antitumor 436 

immune response (Wolk et al., 2000; Mattern et al., 1998; Lahat et al., 2003). EEP enhanced 437 
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CD80 expression induced by Escherichia coli enterotoxin B in human monocytes (Conte et al., 438 

2021), what suggested that the effects of EEP+DTX on CD80 expression was due to DTX. 439 

Additionally, this effect may also be due to the chemical composition of propolis, since another 440 

Brazilian sample – the red propolis – had an opposite effect on murine macrophages, inducing 441 

CD80 gene expression (Bueno-Silva et al., 2015).  442 

As for cytokine production by monocytes, treatments did not seem to affect IL-1β. 443 

Although EEP+DTX induced TNF-α production, this increase was not statistically significant. 444 

This fact is biologically important and deserves attention, since the combination was able to 445 

increase the levels of this pro-inflammatory cytokine, which may induce apoptosis and impair 446 

the proliferation of tumor cells in vitro (Esquivel-Velázquez et al., 2015). Importantly, it is 447 

worth mentioning that assays involving human individuals also present a high variability, 448 

making it difficult to understand the real meaning of some biological effects. 449 

Regarding DTX effects, similar findings were reported by Elsea et al. (2008) and Mahon 450 

et al. (2015) assessing IL-1β production by murine RAW 264.7 macrophages and U937 451 

monocytes co-cultured with prostatic tumor cells. Our data is also in agreement with Manthey 452 

et al. (1993) and Burkhart et al. (1994) investigating TNF-α production by human monocytes 453 

and murine macrophages. On the other hand, Millrud et al. (2018) reported detectable levels of 454 

IL-1β produced by macrophages treated with higher concentrations of DTX (1 and 10 µM); 455 

moreover, Elsea et al. (2008) observed a higher TNF-α expression in RAW 264.7 cells using 5 456 

µM of DTX. Plasma TNF-α concentration was elevated in 30% of patients treated with DTX 457 

for 4 weeks (Tong et al., 2000). Thus, diverse concentrations, timetables and biological models 458 

may lead to different results regarding DTX influence on cytokine production.  459 

 DTX did not affect IL-6 production in our in vitro model. The treatment of women with 460 

breast cancer using DTX increased IL-6, GM-CSF and IFN-γ and reduced IL-1β, TNF-α and 461 

PGE2 production by these patients, causing lymphopenia that is associated to elevated risk of 462 

opportunistic infections (Tsavaris et al., 2002). EEP+DTX induced a higher IL-6 production, 463 

which is involved in acute inflammation, whereas it may also be associated to neoplasm 464 

development. IL-6 induces breast tumor cell proliferation and drives estrogen-responsive cells 465 

to an aggressive phenotype. IL-6 and other pro-inflammatory cytokines are also associated to a 466 

higher cancer cell migration rate (Esquivel-Velázquez et al., 2015), possibly related to MCF-7 467 

cell migration and invasiveness after incubation with the supernatant obtained from monocyte 468 

culture treated with EEP+DTX. Besides, tumor cells themselves can produce high IL-6 levels, 469 

promoting tumor growth, resistance to chemotherapy and metastasis (Mauer et al., 2015).  470 
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 None of the stimuli affected IL-10 production in our study. Tong et al. (2000) observed 471 

no changes in IL-10 production by patients treated with DTX for 4 weeks. The anti-472 

inflammatory cytokine IL-10 is involved in the impaired antitumoral response (Esquivel-473 

Velazquez et al., 2015). In fact, Alter et al. (2010) observed that immunosuppressed patients 474 

exhibited elevated IL-10 concentrations, impairing the immune response against tumors.  475 

 Chemotherapy may cause immunosuppression that in turn leads to the emergence of 476 

opportunistic infections. Candida albicans infection is commonly observed in cancer patients. 477 

It may cause a superficial infection in healthy people but can be lethal for more than 30% of 478 

immunosuppressed individuals (Wisplinghoff et al., 2004; Netea et al., 2008; Teoh & Pavelka, 479 

2016). As a tool to combat infectious microorganisms and tumor cells, phagocytosis is a well-480 

described mechanism utilized by immune cells such as neutrophils, macrophages and 481 

monocytes (Feng et al., 2019). However, phagocytosis can be compromised due to DTX action 482 

in microtubules (Teoh & Pavelka, 2016). Therefore, we investigated the effect of EEP+DTX 483 

on the activity of monocytes against C. albicans. Both EEP and DTX diminished the 484 

candidacidal activity of monocytes whilst the combination EEP+DTX exerted an 485 

immunorestorative action. This is a positive result, since C. albicans escape mechanisms may 486 

contribute to breast tumor growth in mice by inducing IL-10 production by the host and 487 

reducing IFN-γ production, consequently inhibiting the Th1 response that is effective against 488 

infections and tumor development (Ahmadi et al., 2019).  489 

Half of FDA-approved anticancer drugs such cisplatin, doxorubicin and DTX are 490 

inducers of ROS generation in nontargeted tissues, which are toxic and critically involved in 491 

the oxidative stress (Chen et al., 2007; Tabaczar et al., 2012; Bas et al.; 2019). Blocking ROS 492 

production by monocytes/macrophages inhibits their differentiation in tumor promoting cells, 493 

potentiating anticancer treatments (Zhang et al., 2013). ROS may exert a dual role in the 494 

antitumoral immunity: they may be one of the mechanisms involved in the lysis of tumor cells. 495 

In contrast, ROS may induce monocytes/macrophages differentiation in M2-macrophages, 496 

which produce breast tumor mitogenic and angiogenic factors. Hereby, EEP alone or in 497 

combination with DTX inhibited ROS generation, demonstrating not only the antioxidant 498 

activity of propolis but also suggesting the antitumoral profile of monocytes. 499 

In an attempt to assess the effects of the mediators produced by monocytes after 500 

incubation with the stimuli, the supernatants of monocyte cultures were taken and further 501 

incubated with MCF-7 cells. Data revealed that the molecules produced by monocytes did not 502 

affect the viability of tumor cells, probably because the stimuli did not induce enough 503 

concentration of tumoricidal substances to kill MCF-7 cells. However, one may observe that 504 



57 
 

the supernatant of DTX-treated monocytes showed similar effects to that presented by DTX 505 

directly on MCF-7 cells. This may probably be due to DTX residual concentration in the 506 

supernatant of the monocyte culture. 507 

Summing up, our data demonstrated that EEP in combination with reduced 508 

concentrations of DTX displayed a cytotoxic activity against MCF-7 cells in vitro, inducing 509 

necrosis and impairing the migratory behavior. Moreover, EEP+DTX induced HLA-DR 510 

expression in human monocytes, favoring antigen presentation. EEP+DTX also induced higher 511 

levels of TNF-α and IL-6 production by activated monocytes, exerted an immunorestorative 512 

effect on the candidacidal activity and reduced the oxidative stress in these cells. These findings 513 

are new and relevant, demonstrating the effects of EEP+DTX against breast cancer cells and its 514 

impact on women monocytes. Preclinical assays should be carried out to check the effects of 515 

EEP+DTX in animals and further in clinical trials – a new approach aiming to improve the 516 

treatment of oncologic patients, avoiding the side effects of chemotherapy and exerting an 517 

immunomodulatory action. 518 
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Supplementary Material 754 

 755 

Treatments 24 h 48 h 72 h 

Control 100 100 100 

DTX 1 95.64 ± 6.226 90.32 ± 9.926 ** 98.01 ± 5.426 

DTX 2.5 90.03 ± 8.804 *** 85.34 ± 7.872 *** 90.03 ± 12.47 ** 

DTX 5 88.46 ± 7.770 *** 76.91 ± 9.614 *** 85.60 ± 9.403 *** 

DTX 10 89.65 ± 8.049 *** 73.69 ± 8.385 *** 83.47 ± 10.19 *** 

DTX 25 84.05 ± 7.867 *** 66.79 ± 8.905 *** 77.04 ± 10.39 *** 

DTX 50 83.45 ± 8.376 *** 65.26 ± 6.570 *** 57.37 ± 7.732 *** 

DTX 75 81.87 ± 10.05 *** 63.38 ± 6.126 *** 59.52 ± 8.291 *** 

DTX 100 78.98 ± 6.223 *** 56.30 ± 7.422 *** 56.40 ± 7.918 *** 

Table 1. Viability (%) of MCF-7 cells treated with docetaxel (DTX - 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 and 100 756 
nM) for 24, 48 and 72 h. Assays were performed three times in triplicate. Data represent mean ± standard 757 
deviation. Significantly different from control (only DMEM medium): ** (P < 0.01); *** (P < 0.001).  758 

 759 

 760 

Treatments 24 h 48 h 72 h 

Control 100 100 100 

EEP25 100 98.66 ± 1.599 90.01 ± 8.858 

EEP50 100 93.90 ± 10.57  86.06 ± 8.302 * 

EEP75 100 94.45 ± 2.323  84.94 ± 5.734 * 

EEP100 100 99.25 ± 1.300 83.08 ± 2.513 * 

Table 2. Viability (%) of MCF-7 cells treated with propolis (EEP - 25, 50, 75 and 100 µg/mL) for 24, 761 
48 and 72 h. Assays were performed three times in triplicate. Data represent mean ± standard deviation. 762 
Significantly different from control (only DMEM medium): ** (P < 0.01); *** (P < 0.001). Significantly 763 
different from DTX: + (P < 0.05); ++ (P < 0.01). 764 
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 766 

Figure S1. Viability (%) of MCF-7 cells treated with the combination docetaxel (DTX - 10 nM) and 767 
propolis (EEP - 25 – 100 µg/mL) for 24 and 72h. Assays were performed three times in triplicate. Data 768 
represent mean and standard deviation. Significantly different from control: ** (P < 0.01); *** (P < 769 
0.001). Significantly different from DTX: ++ (P < 0.01); +++ (P < 0.001). 770 

 771 

 772 

Figure S2. Viability (%) of monocytes treated with EEP (25 µg/mL), DTX (10 nM), EEP (25 µg/mL) 773 
+ DTX (10 nM), and LPS (5 µg/mL) for 48 h. Monocytes were obtained from female donors (n = 5). 774 
Data represent mean and standard deviation (P > 0.05). 775 
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Conclusão  

 

 Nossos dados demonstraram que a própolis (EEP) combinada às concentrações 

reduzidas de docetaxel (DTX) apresentou atividade citotóxica contra a linhagem MCF-7 de 

câncer de mama in vitro, induzindo necrose e inibindo sua migração. A combinação EEP+DTX 

induziu maior expressão de HLA-DR em monócitos humanos, favorecendo a apresentação de 

antígenos. EEP+DTX também induziu aumento na produção de TNF-α e IL-6 por monócitos, 

restaurou a atividade candidacida e reduziu o estresse oxidativo destas células. Tais achados 

são relevantes e demonstram os efeitos da combinação EEP+DTX contra células de cânceres 

de mama e seu impacto em monócitos obtidos de mulheres saudáveis. Posteriores ensaios pré-

clínicos e clínicos poderão ser realizados para observar os efeitos dessa combinação, podendo 

ser uma nova abordagem que objetiva melhorar o tratamento de pacientes oncológicos, 

reduzindo os efeitos colaterais da quimioterapia e exercendo ação imunomoduladora. 

 



          

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
RESOLUÇÃO 466/2012 – DOADOR SAUDÁVEL 

 
 

 CONVIDO, o(a) Senhor(a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado 

"Ação da própolis associada ao docetaxel sobre células de câncer de mama e sobre 

monócitos humanos", que será desenvolvido por mim, MSc. Eliza de Oliveira 

Cardoso, sob orientação do Professor José Maurício Sforcin, do Instituto de 

Biociências (UNESP - Botucatu). 

 Estou estudando os efeitos da própolis associada a um produto 

quimioterápico (docetaxel) sobre determinadas células do sistema imunológico 

(monócitos). Para que eu possa obter estas células, preciso coletar 20 mL do seu 

sangue. Sua participação nesta pesquisa se dará por ser uma pessoa saudável, sem 

nenhum tipo de doença. O(a) senhor(a) não será tratado com a própolis ou com o 

produto quimioterápico, apenas as suas células. Os riscos para o(a) senhor(a) será 

em relação a picada da agulha para a coleta de sangue, que poderá ser dolorida e 

no local poderá aparecer uma mancha roxa e ficar sensível. 

 O material biológico que coletaremos do(a) senhor(a) será utilizado em sua 

totalidade, não restando material para ser utilizado em outro projeto de pesquisa. 

O(a) senhor(a) não terá benefício direto em participar desta pesquisa, porém com 

sua doação permitirá a realização desta pesquisa, a qual poderá beneficiar futuros 

pacientes com câncer de mama que realizam quimioterapia. 

 Fique ciente de que sua participação neste estudo é voluntária e que, mesmo 

após ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, você poderá retirá-lo a 

qualquer momento. 

 Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é elaborado em 2 vias de 

igual teor, o qual 01 via será entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a 

outra via será arquivada e mantida pelos pesquisadores por um período de 5 anos 

após o término da pesquisa. Qualquer dúvida adicional você poderá entrar em 

contrato com o Comitê de Ética em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 

ou 3880-1609 que funciona de 2ª a 6ª feira das 8.00 às 11.30 e das 14.00 às 17 

horas, na Chácara Butignolli s/nº em Rubião Júnior – Botucatu - São Paulo. Os 

dados de localização dos pesquisadores estão abaixo descrito. 

 



          

 Após terem sido sanadas todas minhas dúvidas a respeito deste estudo, 

CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntária, estando ciente que todos os 

meus dados estarão resguardados através do sigilo que os pesquisadores se 

comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderão ser 

publicados em revistas científicas, sem que minha identidade seja revelada. 

 

 

Botucatu, _____/___/______ 

 

 
 

_______________________________________ 

 
 

______________________________ 
Pesquisador Participante da Pesquisa 

  
  
  

  
  
  

Pesquisadora: MSc. Eliza de Oliveira Cardoso  
Depto. de Microbiologia e Imunologia  

IB - UNESP - Campus Botucatu  
(14) 3880 0425  

elizaolivecardoso@gmail.com 
 

 

  
Orientador: Prof. Adj. José Maurício Sforcin  

(14) 3880 0445  
sforcin@ibb.unesp.br 
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