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RESUMO

Nos ultimos anos diversos autores tém mostrado os beneficios da homeopatia na
melhora da qualidade de vida e sobrevida de pacientes com cancer. Dados
preliminares do grupo mostraram em ensaios in vitro, que o tratamento de células de
melanoma murino B16F10 com ultradiluicbes de Viscum album (Va) obtido da arvore
hospedeira Quercus robur durante o verdo da Suica (Qr), nas escalas de 12DH,
200CH e 5LM mostraram diminuicdo tanto na viabilidade dessas células, como na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da citocina MCP-1 quando
comparadas as células tratadas com o quimioterapico carboplatina. Entretanto, os
efeitos in vivo do tratamento com diferentes escalas homeopéticas e tinturas maes de
Va no modelo de melanoma murino ndo foram ainda esclarecidos. Assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com tinturas mae (TM) de Va
obtidos das arvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur no verdo da Suica e
diferentes escalas homeopaticas de Va obtido da arvore hospedeira Quercus robur
durante o verdo da Suica em relacdo a sobrevida e manifestacfes clinicas em
camundongos com melanoma. Para isto, camundongos C57BL/6 foram inoculados
com células B16F10 e, apos aparecimento do nédulo tumoral (aproximadamente 6
dias), foram tratados trés vezes por semana com agua, alcool 10%, carboplatina,
tinturas maes (TM) de Va coletadas de Quercus robur (VaQr) ou Abies alva (VaAa) ou
preparacdes ultradiluidas de VaQr nas potencias de 12DH, 200CH ou 5LM, até
aproximadamente 30 dias. Andlises histopatologicas do tumor, baco, figado e pulméo
foram realizadas em conjunto com a quantificagéo de citocinas no lisado tumoral e no
soro, em animais eutanasiados 14 dias apdés surgimento da massa tumoral.
Avaliacdes do estado geral dos animais e do crescimento tumoral foram realizadas
em dias alternados até aproximadamente 30 dias apOs inoculacdo das células
tumorais. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com VaQr na 12DH e
5LM promovem aumento da sobrevida e do peso corporal, bem como uma tendéncia
ao aumento da qualidade de vida dos animais com melanoma, visto que estes
apresentaram menores manifestacdes clinicas quando comparados aos demais
grupos de tratamento, principalmente o grupo carboplatina. Em conjunto, os dados
agui apresentados sao inéditos e de alta relevancia para o esclarecimento dos efeitos
de Va ultradiluido no tratamento de melanoma, além de fornecer suporte a abrir novas
perspectivas para estudos futuros com Va ultradiluido, principalmente na poténcia
5LM, como promissora terapia complementar para tumores agressivos.

Palavras-chave: Cancer de pele, células B16F10, homeopatia, viscum album,
Quercus robur, Abies alba e terapias integrativas.



ABSTRACT

In recent years, several authors have shown the benefits of homeopathy in improving
the quality of life and survival of cancer patients. Preliminary data from the group
showed in vitro assays that the treatment of B16F10 murine melanoma cells with
ultradilutions of Viscum album (Va) obtained from the host tree Quercus robur during
the Swiss summer (Qr), in the scales of 12DH, 200CH and 5LM showed a decrease
both in the viability of these cells and in the production of reactive oxygen species
(ROS) and the cytokine MCP-1 when compared to cells treated with the chemotherapy
drug carboplatin. However, the in vivo effects of treatment with different homeopathic
scales and Va mother tinctures in the murine melanoma model have yet to be clarified.
Thus, the aim of the present study was to evaluate the effects of treatment with mother
tinctures (TM) of Va obtained from the host tree Abies alba and Quercus robur in the
summer of Switzerland and different homeopathic scales of Va obtained from the host
tree Quercus robur during the summer of Switzerland regarding survival and clinical
manifestations in mice with melanoma. For this, C57BL/6 mice were inoculated with
B16F10 cells and, after the appearance of the tumor nodule (approximately 6 days),
they were treated three times a week with water, 10% alcohol, carboplatin, mother
tinctures (TM) of Va collected from Quercus robur (VaQr) or Abies alva (VaAa) or ultra-
diluted preparations of VaQr in the strengths of 12DH, 200CH or 5LM, up to
approximately 30 days. Histopathological analyzes of the tumor, spleen, liver and lung
were performed together with the quantification of cytokines in the tumor lysate and
serum, in euthanized animals 14 days after the appearance of the tumor mass.
Evaluations of the animals' general condition and tumor growth were performed on
alternate days until approximately 30 days after tumor cell inoculation. The results
obtained suggest that treatments with VaQr at 12DH and 5LM promote increased
survival and body weight, as well as a tendency to increase the quality of life of animals
with melanoma, since these presented less clinical manifestations when compared to
the other groups of animals. treatment, mainly the carboplatin group. Together, the
data presented here are unprecedented and highly relevant for clarifying the effects of
ultradiluted Va in the treatment of melanoma, in addition to providing support and
opening new perspectives for future studies with ultradiluted Va, mainly at 5LM
potency, as a promising complementary therapy. for aggressive tumors.

Keywords: Skin cancer, B16F10 cells, homeopathy, viscum album, Quercus robur,
Abies alba and integrative therapies.
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|. REVISAO DA LITERATURA

O termo "melanoma” foi originalmente empregado em 1838 por Robert Carswell
que o utilizou para descrever lesdes malignas pigmentadas na pele, no entanto, a
primeira descricdo que se refere ao melanoma, surgiu durante o periodo 460 a 375
a.C. nas escrituras de Hipocrates (WAINSTEIN; BELFORT, 2004; INGRAFFEA,
2013). O melanoma forma-se a partir da transformagdo maligna dos melandcitos,
células produtoras de melanina responséaveis pela pigmentagéo e protecdo da pele
contra a radiacdo ultravioleta (UV). Estas células se originam embriologicamente da
crista neural, sendo a pele seu principal sitio primario (INGRAFFEA, 2013).

Na veterinaria, o0 melanoma tem sido descrito na maioria das espécies de
animais domesticados, incluindo caes, gatos, cavalos, porcos e em animais silvestres
terrestres e marinhos. Entretanto, caes sdo aqueles que apresentam maior incidéncia
da neoplasia (OLIVEIRA et al.,, 2019). Um estudo com 2.350 casos de tumores
melanociticos em c@es mostrou que 70% eram melanomas malignos e 30% eram
tumores benignos. A localizacdo diverge, contudo, a cavidade oral (62%) e a pele
(27%) sao os locais mais comuns, seguidos por regido digital (6%), ungueal (4%) e
ocular (1%) respectivamente (VAN DER WEYDEN et al., 2020). Como os cédes vivem
préximos aos humanos, eles sao influenciados por fatores ambientais semelhantes
gue podem levar a doencas cronicas e cancer (OLIVEIRA et al., 2019).

Ja os felinos apresentem menor incidéncia da neoplasia quando comparados
aos caes, quando sao diagnosticados, a localizacdo mais comum € intraocular, sendo
a iris a area mais afetada. Nesses casos a ocorréncia de metastase é de 63% (VAN
DER WEYDEN et al., 2020). Com frequéncia na veterinaria, as neoplasias passam
despercebidas pelos tutores e, quando € identificada a massa tecidual, geralmente se
encontra progressiva, em estagio avancado. O diagnostico é dado pela observacédo
dos sinais clinicos e conclusivo através de exame histopatolégico e bidpsia (SARDA,
2018).

Em seres humanos, o cancer € considerado a segunda maior causa de morte
entre criancas e adultos no mundo, sendo um importante problema de saude publica,
atrés apenas das doencas cardiovasculares (BRAY et al., 2018).

Segundo dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (International
Agency for Research on Cancer — IARC), estima-se que ocorrerdo 18 milhdes de

novos casos de cancer no mundo e 9,6 milhdes de 6bitos (BRASIL, 2022).
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No Brasil, para o triénio 2023-2025, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) apontou para cerca de 704 mil novos casos de cancer, aumento este de 79 mil
novos casos quando comparado a estimativa do triénio 2020-2022. Destes 704 mil
novos casos, 221 mil serdo do cancer de pele ndo melanoma, que é o mais frequente
na populacdo mundial (BRASIL, 2020; BRASIL, 2022).

Embora o melanoma nao figure entre os tipos de cancer mais incidentes, ele é
o tipo de cancer de pele mais agressivo devido ao seu elevado potencial metastatico
e por ser resistente & maioria das terapias. Como em outros tipos de cancer, a
presenca da doenca metastatica no melanoma confere o pior progndstico e o mais
alto indice de mortalidade entre os canceres de pele. Para o triénio 2020-2022, era
esperado que o melanoma correspondesse a 4.200 novos casos em homens e 4.250
novos casos em mulheres (SHANNAN, 2016; BRASIL, 2020). Contudo, com a nova
estimativa publicada para o triénio 2023-2025, estima-se que ocorrerao 8.980 novos
casos, destes, 4.640 serdo em homens e 4.340 em mulheres (BRASIL, 2022).

Ainda que o diagnostico de melanoma normalmente traga medo e apreensao,
guando realizado de forma precoce, melhora a sobrevida dos pacientes. A sobrevida
média mundial estimada em 5 anos é de 69%, sendo de 73% nos paises
desenvolvidos e de 56% nos paises em desenvolvimento, com diminuicdo da
mortalidade geral de 70 a 80% apds o diagndstico precoce (GUIDETTI et al., 2016).

No tratamento da doenca metastética, a quimioterapia tem-se mostrado
inefetiva no aumento da sobrevida global desses pacientes. Os quimioterapicos
antineoplasicos mais comumente estudados (dacarbazina, temozolomida,
nitrosureias, 0os analogos da platina e os agentes com acdo nos microtlibulos)
apresentam taxas de respostas semelhantes. J4 os efeitos colaterais e a tolerancia
ao tratamento variam de acordo com o medicamento escolhido (BRASIL, 2014).

Embora os tratamentos convencionais englobem a quimioterapia, radioterapia
e cirurgia, uma das alternativas quem vem sendo empregadas para o tratamento de
diversos tipos de cancer é a imunoterapia com o0 uso de anticorpos monoclonais
(VIDAL et al., 2018). Estudos mostraram que pacientes que utilizaram anticorpos
monoclonais no tratamento do melanoma metastatico como: ipilimumab (Yervoy®),
antagonista do antigeno 4 dos linfécitos T citotdxicos (anti-CTLA-4) e os anticorpos
monoclonais pembrolizumab (Keytruda®) e nivolumab (Opdivo®), antagonistas do
receptor da proteina de morte programada 1 (anti-PD1) mostraram melhora da

sobrevida, entretanto, os medicamentos biol6gicos apresentam alto custo, o que limita
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0 acesso da populacdo em geral a este tipo de tratamento (ACHKAR; TARHINI, 2017;
VIDAL et al., 2018).

Considerando que os efeitos colaterais dos medicamentos impactam
negativamente na vida do individuo doente, além do alto custo, muitos pacientes com
cancer tém procurado cada vez mais novas alternativas de tratamento (FRENKEL et
al., 2010; BAGOT et al., 2021). Essa busca também vem crescendo por tutores de
pets, visto que 0s pequenos animais fazem, cada dia mais, companhia e parte das
familias. Dessa forma, existe também uma preocupacdo com a qualidade de vida
deles (ROCHA, 2019).

O emprego de terapéuticas ndo convencionais no tratamento de diversas
doencas e transtornos da saude vém aumentando substancialmente nas dltimas
décadas. Estas terapias podem ser administradas de forma complementar ou
integrada ao modelo biomédico vigente e, sdo utilizadas em todos os paises e por
todas as camadas das popula¢des (TEIXEIRA, 2017).

Uma das terapias complementares comumente utilizada para o tratamento do
cancer € a homeopatia, ciéncia nascida na Alemanha, no inicio do século XIX e
desenvolvida pelo médico alemao Christian Frederich Samuel Hahnemann. Baseia-
se no principio da similitude, no qual medicamentos preparados a partir de
substancias capazes de causar determinados sintomas em um individuo sadio,
quando administradas em individuos doentes, em doses altamente diluidas podem
curar estes mesmos sintomas (MONTEIRO; IRIART, 2007; BONAMIN, 2016).

Conforme a farmacopeia homeopatica, os medicamentos ultradiluidos sao
preparados seguindo trés escalas: centesimal, decimal e cinquenta milesimal. A
escala centesimal Hahnemanniana (CH) é preparada na propor¢éo de 1/100, ou seja,
uma parte do insumo ativo em 99 partes de insumo inerte ou veiculo, seja ele 4gua
ou alcool, perfazendo um total de 100 partes. A escala decimal (DH) é preparada na
proporcao de 1/10, uma parte do insumo ativo em nove partes de insumo inerte,
perfazendo um total de 10 partes. A escala cinquenta milesimal (LM) é preparada na
proporcao de 1/50.000, uma parte do insumo ativo em 49 mil partes de insumo inerte,
perfazendo um total de 50.000 partes. Os medicamentos homeopaticos sao
manipulados de acordo com procedimentos de diluicdo, seguidos de sucussédo e/ou
trituracdo (BRASIL, 2011).

No tratamento do cancer, preparacdes fermentadas do extrato de Viscum

album (Va) vém sendo utilizadas como terapia complementar ha aproximadamente
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100 anos, entretanto, o Va ja era utilizado ha séculos pela medicina popular como
tratamento para epilepsia, infertilidade, indigestdo, hipertensédo, vertigem e asma
(FELENDA et al., 2019; PENALOZA et al., 2020). O Va foi mencionado pela primeira
vez em 1904 por Rudolf Steiner. E uma planta medicinal, considerada semiparasita
cujo extrato pode ser obtido a partir de diversas arvores hospedeiras, tais como o
pinheiro (Pinus), abeto (Abies), amendoeira (Prunus dulcis), espinheiro (Crataegus),
freixo (Fraxinus), macieira (Malus), olmo (Ulmus), salgueiro (Salix), &lamo (Populus)
ou carvalho (Quercus). Em todos os casos, a planta introduz o haustorio
(prolongamento da raiz) no hospedeiro se perpetuando nesta condicdo (BONAMIN et
al., 2017; HOLANDINO et al., 2018; HOLANDINO et al., 2020; ALMEIDA et al., 2023).

Os extratos de Va aquoso contém diversos componentes: flavonoides,
triterpenos, lectinas, polissacarideos, aminoacidos, viscotoxinas e diversos alcaloides.
Dentre os principios ativos existentes nesta planta, as lectinas I, I, lll sdo as mais
investigadas, que junto com as viscotoxinas Sdo apontadas como 0S principais
agentes antitumorais presentes no extrato por induzir apoptose e necrose nas células-
alvo (CARVALHO, 2015). As lectinas se unem a estruturas glicosadas da membrana,
penetram na célula e atingem os ribossomos inibindo a sintese de proteinas e levando
a morte da célula por apoptose. As viscotoxinas agem diretamente nas membranas
celulares alterando a sua estrutura e provocando a morte celular por necrose (KALIKS,
2017). Ja os extratos de Va etanodlicos possuem flavonoides, acidos fendlicos e
terpenoides, dessa forma sendo considerado com grande potencial para aplicacdes
bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiano e hipolipidémico (MELO, 2023).

O preparo destes extratos de Va segue rigidos padrdes farmacotécnicos de
acordo com conceitos antroposoficos, que levam em consideracdo a arvore
hospedeira e a época do ano ideal para a colheita, assim como para o0 preparo
homeopatico das Tinturas Méaes (TMs) de Va (CARVALHO, 2015; HOLANDINO et al.,
2018; FELENDA et al., 2019; HOLANDINO et al., 2020).

Dentre as principais espécies de hospedeiros de Va estdo as arvores: Malus
domestica, Quercus sp., Ulmus sp., Pinus sylvestris e Abies alba. Pesquisas com
Viscum parasita de Malus domestica, Quercus sp. e Abies alba colhido no veréo
evidenciaram maior indice de viscotoxinas na sua composi¢cdo quimica e maior
mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et al.,, 2018;
HOLANDINO et al., 2020).
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TMs preparadas a partir de amostras de Va coletadas no verdo de 2016 e 2017
e, no inverno de 2018, em diferentes locais da Suica, apresentaram maiores
concentragdes de viscotoxina nas coletas de verdo de Abies alba, Malus domestica e
Quercus robur, bem como maiores niveis de mortalidade celular foram atribuidos ao
seu perfil fotoquimico e aos seus maiores teores de viscotoxina (HOLANDINO et al.,
2018; HOLANDINO et al., 2020).

Adicionalmente, estudo in vitro analisou o perfil quimico de tinturas mée de Va,
bem como seus efeitos em linhagens de células tumorais B16F10, K562 (leucemia
mielogénica cronica humana) e células ndo tumorais MA-104 (células renais de
macaco). O tratamento com as tinturas mae de Va apresentaram atividade anticancer
contra as linhagens de células tumorais B16F10 e K562 mostrando citotoxicidade
tumoral seletiva com indugéo de apoptose e efeitos no ciclo celular (MELO et al.,
2018).

Todavia, um estudo utilizando protocolo de diluicbes alternadas de extrato
agquoso de Va mostraram que, animais portadores de tumor de Ehrlich na forma
ascitica, apresentaram melhora da qualidade de vida apGs o tratamento com esse
protocolo. Embora ndo tenha sido observado aumento na sobrevida, foi evidenciado
pelo maior consumo de alimento e menores efeitos imunossupressores do tumor
sélido ao promover a recuperacdo das subpopulacbes linfocitarias no baco,
especialmente das células T CD4* e CD8*, para niveis comparaveis aos animais livres
de tumor (CARVALHO, 2015). O tratamento com diluicdes alternadas ainda foi capaz
de reduzir o crescimento tumoral no tecido subcutaneo, enquanto o tratamento
somente com Va na poténcia 3DH reduziu em quase 100% o crescimento tumoral no
tecido subcutdneo, sem induzir necrose local e sem modificar paradmetros
imunolégicos. No entanto, todos os protocolos testados no estudo, aumentaram a
intensidade de edema no sitio primario do tumor, sugerindo acao proé-inflamatoria local
(BONAMIN et al., 2019).

Estudos preliminares do grupo de pesquisa, que buscou investigar possiveis
diferencas nos efeitos dos extratos de Va obtidos de hospedeiros diferentes (Quercus
robur e Abies alba), colhidos nas estacfes de inverno e verdo sobre células de
melanoma B16F10, além de avaliar os efeitos dos medicamentos homeopaticos de
Va preparados em diferentes escalas de diluicdo sobre células de melanoma B16F10,
mostrou que as TMs de Va de Abies alba e Quercus robur, obtidos no verao,

promoveram diminuicdo do metabolismo celular, aumento na populacdo de células
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em processo de morte por necrose com alta citotoxicidade e que o estresse oxidativo
variou dependendo da espécie, além de haver modulacdo no perfil inflamatdrio,
alteracdes morfologicas significativas de sofrimento e morte celular com apenas 1
hora de tratamento (DO PRADO, 2021).

Ja em relacdo as ultradiluicdes, Do Prado (2021) mostrou que houve
modulacdo dos processos celulares, tanto com relagdo ao metabolismo, quanto com
relacdo a sua replicacéo e estresse oxidativo, bem como altera¢cdes nos padrdes de
inflamagé&o, mitose e migragdo. As potencias 12DH, 200CH e 5LM de Va de Quercus
robur de verdo apresentaram diminuicdo da viabilidade celular, diminuicdo na
producdo de EROS em relacdo a carboplatina, alteracdes sugestivas de mitose, sendo
que o tratamento com Va 12DH também apresentou diminuicdo no metabolismo. Ja a
diluicdo de Va 200CH de Quercus robur de verdo induziu maior morte por necrose.
Todos os tratamentos apresentaram diminuicdo na producdo da citocina MCP1
(proteina quimiotatica de mondcitos-1) que € uma citocina pré-inflamatéria importante
no processo de infiltragcao leucocitaria no melanoma, além de estimular a secre¢éo de
outras citocinas, como IFN- vy, IL-6, TNF-a e fator TGF-3. Tanto sua presenga, como
a das citocinas subsequentes a sua acdo, possuem um efeito protetor contra o
crescimento tumoral no melanoma murino B16F10 in vivo (NAKASONE et al., 2012;
DO PRADO, 2021).

Embora a eficacia clinica e os beneficios associados a sobrevida dos
tratamentos com Va continuem sendo contestados, estudos tém demonstrado suas
propriedades antitumorais e imunomoduladoras (BONAMIN et al., 2017; FELENDA et
al., 2019).

Conforme explanado acima, estudos tanto in vivo como in vitro demonstraram
os efeitos do Va como um potente antitumoral contra diferentes tipos de tumores.
Entretanto, ainda sdo inexistentes os trabalhos que utilizaram as TMs e diferentes
escalas homeopéticas no tratamento in vivo com Va no intuido de observar o
desenvolvimento de células de melanoma. Diante das evidéncias do aumento de
individuos com melanoma por ano e, a elevada procura por terapias complementares
de facil acesso, baixo custo e que proporcionem melhor qualidade de vida aos
pacientes com cancer, faz-se necessario promover novos estudos para a otimizacao
do uso de tais medicamentos na oncologia pratica. Assim, considerando a escassez
de dados na literatura sobre os efeitos de ultradiluicbes de Va preparadas segundo a

Farmacotécnica Homeopatica classica e os dados in vitro obtidos por Do Prado (2021)
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em modelo de melanoma utilizando as TMs e ultradiluicbes de Va coletado em
diferentes estacdes e de diferentes arvores hospedeiras, 0 presente estudo fornecera
dados inéditos dos efeitos in vivo de TM de Va e de diferentes escalas de diluicdo. A
seguir, serd apresentado a verséo do artigo que serd encaminhado a revista Research

in Veterinary Science.
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Resumo

Nos ultimos anos diversos autores tém mostrado os beneficios da homeopatia na
melhora da qualidade de vida e sobrevida de pacientes com céncer. Dados
preliminares do grupo mostraram em ensaios in vitro, que o tratamento de células de
melanoma murino B16F10 com ultradiluicdes de Viscum album (Va) obtido da arvore
hospedeira Quercus robur durante o verdo da Suica (Qr), nas escalas de 12DH,
200CH e 5LM mostraram diminuicao tanto na viabilidade dessas células, como na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e da citocina MCP-1 quando
comparadas as células tratadas com o quimioterapico carboplatina. Entretanto, os
efeitos in vivo do tratamento com diferentes escalas homeopaticas e tinturas maes de
Va no modelo de melanoma murino ndo foram ainda esclarecidos. Assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com tinturas méae (TM) de Va
obtidos das arvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur no verdo da Suica e
diferentes escalas homeopaticas de Va obtido da arvore hospedeira Quercus robur
durante o verdo da Suica em relacdo a sobrevida e manifestacdes clinicas em
camundongos com melanoma. Para isto, camundongos C57BL/6 foram inoculados
com células B16F10 e, apos aparecimento do noédulo tumoral (aproximadamente 6
dias), foram tratados trés vezes por semana com A&gua, alcool 10%, carboplatina,
tinturas maes (TM) de Va coletadas de Quercus robur (VaQr) ou Abies alva (VaAa) ou
preparacdes ultradiluidas de VaQr nas potencias de 12DH, 200CH ou 5LM, até
aproximadamente 30 dias. Analises histopatologicas do tumor, baco, figado e pulméo
foram realizadas em conjunto com a quantificagéo de citocinas no lisado tumoral e no
soro, em animais eutanasiados 14 dias apdés surgimento da massa tumoral.
Avaliagcbes do estado geral dos animais e do crescimento tumoral foram realizadas
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em dias alternados até aproximadamente 30 dias apoOs inoculacdo das células
tumorais. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com VaQr na 12DH e
5LM promovem aumento da sobrevida e do peso corporal, bem como uma tendéncia
ao aumento da qualidade de vida dos animais com melanoma, visto que estes
apresentaram menores manifestacdes clinicas quando comparados aos demais
grupos de tratamento, principalmente o grupo carboplatina. Em conjunto, os dados
agui apresentados sao inéditos e de alta relevancia para o esclarecimento dos efeitos
de Va ultradiluido no tratamento de melanoma, além de fornecer suporte a abrir novas
perspectivas para estudos futuros com Va ultradiluido, principalmente na poténcia
5LM, como promissora terapia complementar para tumores agressivos.

Palavras-chave: Cancer de pele, células B16F10, homeopatia, viscum album,
Quercus robur, Abies alba, terapias integrativas.

1. INTRODUCAO

O melanoma € uma neoplasia que acomete os melandcitos que sao células
responsaveis por produzir a melanina, cuja funcdo é dar coloracéo a pele, além de
protecdo contra a radiacdo ultravioleta. Trata-se de uma neoplasia que pode se
apresentar de forma benigna ou maligna, caracterizada como nédulos geralmente
pigmentados, podendo estar localizados em diversos pontos, como face, tronco, patas
dos animais, entre outros. E um cancer potencialmente letal e sua incidéncia mundial
tem aumentado ao longo dos ultimos anos, sendo responsavel pela maioria das
mortes por cancer de pele (VAN DER WEYDEN et al., 2020; AHMED et al., 2020;
STRUB et al., 2020). Além de sua conhecida importancia para a saude humana, os
melanomas sao comuns em cées, normalmente em ragas que possuem uma maior
pigmentacdo, sem predilecdo sexual, ocorrendo mais predominantemente na forma
oral (62% dos casos), seguida da regidao cutanea (27%). Ja em gatos, o melanoma é
raro em qualquer regido, entretanto quando apresentado, se desenvolve normalmente
na regido ocular e nesses casos, a metastase se apresenta em cerca de 63% dos
casos (LINDOSO, 2017; VAN DER WEYDEN et al., 2020).

O progndéstico do melanoma maligno é desfavoravel, pois embora as novas
imunoterapias direcionadas mostraram melhora da sobrevida, os custos elevados
destes tratamentos tornam seu acesso restrito, além de haver resisténcia a
guimioterapia (DAVIS et al., 2019; VAN DER WEYDEN et al., 2020; AHMED et al.,
2020; STRUB et al., 2020). Com isso, seres humanos e tutores de animais buscam
cada vez mais por tratamentos complementares, pois estes visam promover de forma

integrada as praticas de medicina convencional, o bem-estar e qualidade de vida,
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além de potencializarem os efeitos das terapias convencionais (KANHERKAR et al.,
2017; SHARMA B.; SHARMA P., 2019; BAGOT et al., 2021).

Uma das terapias que vem sendo utilizadas é a homeopatia, desenvolvida ha
cerca de 200 anos pelo médico alemao Christian Frederich Samuel Hahnemann. As
formas ultradiluidas dos medicamentos homeopaticos podem ser preparadas de
acordo com trés tipos principais de escalas: decimal (DH), centesimal (CH) e
cinquenta-milesimal (LM) (SHARMA B.; SHARMA P., 2019; FELENDA et al., 2019).

Entre os medicamentos utilizados no tratamento adjuvante em casos
oncoldgicos estéo os extratos de Viscum album (Va) usados ha aproximadamente 100
anos. Entretanto, sua eficacia clinica e os beneficios associados a sobrevida
continuem sendo contestados, apesar de ja terem estudos que demonstrem suas
propriedades antitumorais e imunomoduladoras (BONAMIN et al., 2017; FELENDA et
al., 2019). O preparo dos extratos de Va segue rigidos padrdes antroposoficos, que
levam em consideracdo a arvore hospedeira e a época do ano ideal para a colheita
(FELENDA et al., 2019). Dentre as principais espécies de hospedeiros de Va estao as
arvores: Malus domestica, Quercus sp., Ulmus sp., Pinus sylvestris e Abies alba.
Pesquisas com Viscum parasita de Malus domestica, Quercus sp. e Abies alba colhido
no verao evidenciam maior indice de viscotoxinas na sua composi¢ao quimica e maior
mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et al.,, 2018;
HOLANDINO et al., 2020). Em relacdo aos principios ativos existentes nos extratos
de Va etandlico, os lavonoides, acidos fendlicos e terpendides sédo as classes
guimicas mais descritas nestas espécies, com grande potencial para aplicacdes
bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiano e hipolipidémico (MELO, et al., 2023).

Do Prado (2021) mostrou em um estudo in vitro com células B16F10 que,
ultradiluicdes de Va promovem modulacéo dos processos celulares, tanto em relacao
ao metabolismo, como a sua replicacéo, estresse oxidativo, bem como alteracdes no
perfil de citocinas inflamatdrias. Neste contexto, autores mostraram que as potencias
12DH, 200CH e 5LM de Va cuja arvore hospedeira era Quercus robur coletado no
verdo da Suica, apresentaram diminuicdo tanto da viabilidade celular como da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, da citocina MCP1 (proteina
guimiotatica de mondcitos-1), quando comparadas ao tratamento com carboplatina.
Ja em relacdo aos tratamentos com as tinturas mae (TMs) de Va de obtidas das
arvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur e colhidas também no verédo da

Suica, promoveram diminuicdo do metabolismo celular, aumento na populacdo de
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células em processo de morte por necrose com alta citotoxicidade, com variacdes do
estresse oxidativo, modulacdo do perfil inflamatorio, com alteragcbes morfologicas
significativas de sofrimento e morte celular com apenas 1 hora de tratamento (DO
PRADO, 2021).

Embora estudos com preparacbes aquosas de Va sejam amplamente
publicados, ha uma escassez em relacao as preparacdes dos extratos alcodlicos de
Viscum. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos in vivo
do tratamento com Va utilizando TMs das arvores hospedeiras Abies alba (VaAa) e
Quercus robur (VaQr), obtidas no verdo da Suica, assim como das ultradiluicdes de
VaQr nas potencias 12DH, 200CH e 5LM, em relacdo a evolugéo do tumor, sobrevida,

e manifestacdes clinicas em camundongos com melanoma.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura de células de melanoma murino B16F10

Células da linhagem B16F10 foram mantidas em meio RPMI (Sigma, St. Louis,
MO, USA) acrescido com 10% de soro bovino fetal (SFB) e 1% de ciprofloxacina
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Ao
atingir a confluéncia de aproximadamente 80% as células foram descoladas por breve

exposicdo a tripsina para repique ou posteriores ensaios.

2.2 Preparo dos medicamentos

As tinturas mée (TMs) do Viscum album foram cedidas gentilmente pela Prof.2
Dr2. Carla Holandino da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ, Rio de Janeiro
— Brasil) em uma concentracdo de 50% de alcool. O preparo das TMs foi realizado
conforme a Farmacopeia Homeopética Brasileira, 3.2 edicdo (BRASIL, 2011) a partir
de plantas colhidas das arvores hospedeiras de Quercus robur (TM Qr) e Abies alba
(TM Aa) na estacdo de verdo da Suica. Dessa forma, as TMs foram preparadas
sempre nos dias dos tratamentos, na proporgéo de 1:5 (TM/ Agua Mili Q estéril), com
0 intuito de chegar a concentragéo final de 10% de &lcool para minimizar a toxicidade

do alcool para os animais.
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O preparo do veiculo (alcool 30%) e dos medicamentos ultradiluidos (12DH,
200CH e 5LM) foi realizado na farmacia homeopatica HN Cristiano, em Séo Paulo, a
partir de uma aliquota da respectiva TM (TM Qr). Para tratamento dos animais, veiculo
e medicamentos ultradiluidos foram diluidos em agua na propor&o 1:3 (3 (Alcool/Agua
Pura Estéril Mili Q ou Ultradiluicio/Agua Pura Estéril Mili Q), para alcancar a
concentracdo final de alcool de 10% também para minimizar a toxicidade para os
animais. Toda manipulagdo dos medicamentos foi realizada em fluxo laminar e apés
a diluicédo final, os medicamentos foram filtrados usando filtro de seringa 0.22 pm
(Millipore®) e colocados em frascos ambar previamente autoclavados, para completa
esterilizacdo. Os medicamentos foram embalados em papel aluminio e armazenados,
separadamente, em temperatura ambiente, local escuro e livre de campo magnético
e variacdes de temperatura.

O quimioterapico carboplatina (B-platin — Blausiegel® - Lote: 21030649
Validade: 09/09/2022) na concentracdo de 10% foi obtido de farmacia especializada
(Singular medicamentos especiais — Palmas/Tocantins). Os rotulos de todos os
medicamentos foram substituidos por codigos desconhecidos pela equipe de
pesquisa para que o ensaio fosse realizado em cego. Os codigos foram revelados

apenas apos a analise estatistica.

2.3 Animais

Os ensaios foram divididos em duas etapas. Em cada etapa foram utilizados
35 camundongos fémeas C57BL/6 specific pathogen-free (SPF), adultos com 8
semanas de idade, pesando entre 17 e 23 gramas (g), provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de
Séo Paulo. Os animais foram mantidos em microisoladores, com temperatura de 20 +
1 °C e ciclo de luz controlada (ciclo de 12 horas claro/escuro), com agua autoclavada
e racdo esterilizada por ionizagcdo, ad libitum. Os animais nao receberam
medicamento para reduzir a dor, pois estes podem interferir nas analises dos
resultados. Para minimizar o estresse e sofrimento, os animais foram observados em
dias alternados e, caso apresentassem sinais evidentes de desconforto ou sofrimento,
0s animais eram submetidos a eutanasia por decapitacdo usando guilhotina.

O delineamento experimental e todos os procedimentos realizados com 0s

animais para o desenvolvimento do trabalho foram aprovados pela Comisséo de Etica
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no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Paulista (UNIP) conforme Protocolo N°
CEUA N 6777120620 (Anexo 1).

2.4 Desafio tumoral e tratamentos

Para verificar os efeitos de diferentes diluicbes homeopaticas e TMs de Va
sobre células de melanoma murino, os ensaios foram também divididos em duas
etapas, sendo que a primeira etapa buscou determinar os efeitos dos tratamentos de
Va no desenvolvimento do melanoma murino e a segunda etapa buscou determinar
os efeitos do Va sobre crescimento tumoral, manifestacdes clinicas e tempo de vida
de camundongos desafiados com células de melanoma murino B16F10.

Para isso, os animais foram inoculados no flanco esquerdo, por via subcutanea
(s.c) com 1,5 x 10° células de melanoma B16F10 ressuspendidas em 100 pL de
solucéo salina injetavel estéril, apds prévia assepsia com alcool no local de injecdo e
em seguida, divididos em 8 grupos de tratamentos: 4gua, alcool 10% dinamizado,
carboplatina, TM Aa, TM Qr, ultradiluicbes realizadas a partir da TM Qr nas potencias
12DH, 200CH e 5LM. Apds o surgimento do tumor (aproximadamente 6 dias apos a
inoculacao das células B16F10), os animais foram tratados 3x por semana (segunda,
guarta e sexta), por via oral (v.0) com 20 pL do respectivo tratamento (exceto o grupo
carboplatina).

Como controles negativos, dois grupos foram considerados: 1) grupo agua ou
sem tratamento, no qual os animais receberam somente agua pura estéril por via oral
e, 2) grupo veiculo, no qual os animais receberam por via oral veiculo (solvente)
utilizado para o preparo das ultradiluicbes (alcool 10% dinamizado). Como controle
positivo, um grupo de animais foi tratado com o quimioterapico carboplatina (100
mg/kg), dose Unica por via intraperitoneal (i.p) (SOUZA, 2013; SOUSA, 2020), no
mesmo dia de inicio dos tratamentos dos demais grupos. Para excluir viés relacionado
ao estresse da manipulacédo dos animais, o grupo carboplatina recebeu também 20
UL v.0 de agua do proprio bebedouro nos demais dias de tratamento, assim como 0s
demais controles e tratamentos receberam no primeiro dia do inicio dos tratamentos,
solucéo salina dose Unica por via intraperitoneal (i.p). O nUmero de animais por grupo
(n) foi constituido por 4 animais para 0s grupos controles (agua, alcool, carboplatina),
bem como os tratados com TM Qr e TM Aa. Ja os grupos tratados com as poténcias



31

(12DH, 200CH e 5LM) foram constituidos por 5 animais cada, sendo ao todo 8 grupos
experimentais.

A primeira fase durou 14 dias ap6s o surgimento tumoral. Neste dia (14°), os
animais foram eutanasiados para coleta de sangue total, massa tumoral e diversos
orgdos para analises histopatologicas e/ou quantificacdo de citocinas do perfil
Th1/Th2/Th17 no soro e no lisado tumoral (itens 2.7, 2.8 e 2.9, respectivamente).
Todas as analises realizadas foram comparadas em relagéo ao grupo de animais sem
tratamento. Ja na segunda fase, avaliacbes em dias alternados, por aproximadamente
30 dias apos inoculacdo das células tumorais B16F10 foram realizadas para
determinar o crescimento tumoral, aspectos clinicos e tempo de vida (endpoint) dos
animais com melanoma, apds respectivos tratamentos. Andlises do crescimento
tumoral, peso corporal, expressoes faciais (indicativas de dor ou desconforto) como:
aperto orbital, protuberancia do nariz, protuberancia da bochecha, posicao das orelhas
e mudanca do bigode, condicdo da pele (ulceracbes), pélos, alteracbes
comportamentais como: prostracéo, letargia e dificuldade na movimentagédo foram
realizadas. Caso algum animal apresentasse algum sinal de dor (conforme descrito
no item 2.5), necrose nas areas de inoculacdo do tumor e/ou falta de locomocéo ele
era submetido a eutanasia antes dos 30 dias de observacao, conforme descrito no
item 2.3.

2.5 Ensaio de endpoint

ApoOs desafio tumoral, os animais foram observados em dias alternados para
deteccdo de 6bitos ou sinais que indicassem presenca de ulcera¢cfes sob o tumor, dor
ou dificuldade de locomocao. Em relacao a avaliacao da qualidade de vida, os critérios
que foram levados em consideracdo foram: peso do animal, tamanho tumoral,
presenca de ulceracdes, letargia e expressbes faciais indicativas de dor ou
desconforto.

A codificacdo de expressdes faciais foi avaliada atraves de: aperto orbital,
protuberancia do nariz, protuberancia da bochecha, posicédo das orelhas e mudanca
do bigode, conforme Figura 1, seguindo os seguintes escores: 0 = sem dor; 1 = dor
moderada; 2 = dor severa (LANGFORD et al., 2010).

Animais apresentando algum dos sinais anteriormente descritos, foram

imediatamente eutanasiados por decapitacao.
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Figura 1: Para cada uma das cinco caracteristicas, sdo mostradas imagens de ratos

exibindo comportamento correspondente aos trés valores.

Not present Moderate

Fonte: Langford et al., 2010.

2.6 Volume tumoral e peso corporal

O crescimento da massa tumoral foi aferido em dias alternados com paquimetro
digital Digimess® 100.174BL (Digimess, Sao Paulo, Brasil).

Medidas de comprimento e largura foram realizadas a partir do surgimento do
nédulo tumoral (aproximadamente sexto dia apds a inoculacdo), até o dia da eutanasia
(aproximadamente vigésimo sexto dia, apos inoculagdo das células tumorais). Para o
calculo do volume tumoral foi utilizada a equacdo: V(mm3) = d2%(D/2). Onde d
representa o menor valor e D o maior valor, obtidos pelas medidas de comprimento e
largura realizadas em dias alternados.

Peso em g dos animais também foi determinado antes do desafio com as

células tumorais e 3x por semana.
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2.7 Andlise histopatoldgica

Animais desafiados com células B16F10 e tratados durante 2 semanas com 0s
respectivos tratamentos foram eutanasiados por decapitacdo no 14° dia apés o
surgimento tumoral. Apds colheita de sangue total para obtencédo de soro, o baco,
pulmdo, figado e massa tumoral (metade) foram colhidos para analises
histopatolégicas e corados por hematoxilina eosina (HE). Para coloracdo HE, o
material colhido foi fixado em formol 10% até 24 horas. Posteriormente, os tecidos
foram submetidos as etapas de: desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo da parafina
para entdo serem obtidos os cortes por microtomia (4 um). Os cortes foram
desparafinados, reidratados e corados com HE. As analises das laminas foram
realizadas em microscopio Optico convencional (NIKON ECLIPSE E200, Tokyo,
Japan). Para as analises dos parametros nas laminas, foi atribuido score 0 = quando
nao identificado o item avaliado; score 1 = leve; score 2 = moderado; score 3 = severo
(Tabela 1).
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Tabela 1: Representacédo dos scores atribuidos nas analises histopatolégicas e descrigao das caracteristicas encontradas nas avaliagdes.

Analise
histopatolégica

Necrose tumoral

Focos de degeneragao celular em
diferentes graus de evolucdo. Seta preta:
vacuolizacdo citoplasmatica; seta amarela:

plcnose nuclear.

Congestdo
tumoral

-».«Kﬂ mﬁﬁ@a w2 ,J‘g&’f. Y
bem
definidos em &reas de degeneracédo celular

Focos de necrose coagulativa

em diferentes graus de evolugado (setas).

Extensas areas de necrose em areas de
degeneracdo celular em diferentes graus de
evolugdo (seta).

moderadamente
dilatadas com hemaécias compactadas no
espaco intra-vascular (setas).

Focos de venulas

Focos de venulas intensamente dulatadas
com hemaécias compactadas no espaco
intra-vascular (seta).

Extensas areas de vénulas intensamente
dilatadas, com hemacias compactadas no
espaco  intra-vascular (seta  preta),
acompanhadas ou ndo de areas
hemorragicas (seta amarela).




Hemorragia
tumoral

Focos isolados de hemaaas concentradas
no espaco extra-vascular, por vezes em

Derrame
pigmentar

processo autolitico (seta).

Granulos de melanina (melanossomos) no
espaco extra-celular em focos isolados,
préximos a areas de necrose (setas
amarelas).

Focos extensos e multlplos de hemacnas
concentradas no espaco extra-vascular, por
vezes em processo autolitico (setas)

Granulos de melanina (melanossomos) no
espaco extra-celular em multiplos focos,
proximos a areas de necrose (setas
amarelas).
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Focos extensos e dlfusos de hemaaas
concentradas no espaco extra-vascular, por
vezes em processo autolltlco (setas)

Granulos de melanlna (melanossomos) no
espaco extra-celular distribuidos de forma
difusa, proximos a areas de necrose (setas
amarelas).




Congestdo
hepatica

 EFSTS
Dilatagdo moderada de veias
lobulares e hepaticas distribuidas de forma
difusa pelo corte histoldgico (seta).

centro-

CBRG A

Dilatagdo moderada a severa de veias
centro-lobulares e hepaticas distribuidas
de forma difusa pelo corte histolégico (seta
preta), por vezes acompanhada de
degeneragdo vacuolar peri-acinar (seta
amarela).
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A2 ALV 4 FLX i B - r Vo)
Dilatagdo severa de veias centro-lobulares
e hepaticas distribuidas de forma difusa
pelo corte histoldgico (seta preta), por
vezes acompanhada de degeneragdo
vacuolar também difusa (setas amarelas).

Hiperplasia de
polpa branca no
baco

Expansdo linfocitaria periférica a arteriola
central, formando multiplos focos isolados
(setas).

Expansdo linfocitaria moderada, periférica
a arteriola central, formando focos isolados
ou coalescentes (setas).

Expansdo linfocitaria extensa, periférica a
arteriola  central, formando  é&reas
predominantemente coalescentes (setas).
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Atelectasia e
enfisema
pulmonar

TS -

gy LY g B

o VY « e

Focos isolados de colabamento alveolar

(seta azul) — atelectasia — ou coalescéncia
alveolar (setas pretas) — enfisema.

(seta azul) — atelectasia — proximos a areas
de intensa coalescéncia alveolar (setas
pretas) — enfisema.

(seta azul) — atelectasia — proximos a
intensa coalescéncia alveolar (setas pretas)
— enfisema — de distribuicado difusa.

Tabela 1: Analise histopatoldgica da arquitetura tumoral em relagdo a necrose, congestdo, hemorragia, derrame pigmentar; congestao hepética;
hiperplasia de polpa branca; atelectasia e enfisema pulmonar. Camundongos C57BL foram inoculados com 1,5x10° células de melanoma murino da
linhagem B16F10 de forma subcutanea em flanco esquerdo. Animais foram tratados com agua pura estéril (n 4), alcool 10% dinamizada (n 4), carboplatina (n
4), Tintura mée de Abies alba (n 4), Tintura mae de Quercus robur (n 4) ou com poténcias de Viscum album de Quercus robur obtida no verdo (12DH, 200CH
e 5LM - n 5 em cada grupo), respectivamente a partir do surgimento do tumor (6 dias apés a inoculacdo) até o 14° dia ap6s o surgimento tumoral onde foi
realizada a eutanasia de todos os animais. O score 1 foi atribuido quando o achado analisado foi considerado leve; o score 2 atribuido quando o achado
analisado foi considerado moderado; score 3 foi atribuido quando o achado analisado foi considerado severo. As setas representadas nas imagens, mostram
os achados encontrados e suas caracteristicas estdo descritas abaixo das imagens.
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2.8 Producéo de lisado tumoral

Apés eutanasia, tumores foram removidos cirurgicamente, pesados e, logo
divididos em 2 metades. Conforme descrito no item 2.7 uma metade foi utilizada para
analise histopatologica e, outra metade da massa tumoral foi pesada e mantida em
volume de cocktail de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
USA), na concentracdo de 1%, considerando a relagdo de 100 pL de inibidor de
protease para 100 mg de tecido. Em seguida foi dissociada utilizando Pistilos conicos
descartaveis (Fischer Scientific). Posteriormente, amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi coletado e conservado em freezer -80 °C até o momento da sua

utilizag&o para quantificagao de citocinas.

2.9 Quantificacao de citocinas por citometria de fluxo

Para avaliar a producéo de citocinas relacionadas aos padrbes de respostas
Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-17, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) em amostras de soro e
dos lisados do tumor, foi utilizada a técnica Cytometric Bead Array (CBA) com o kit BD
CBA Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Para isto, 20 uL
de cada amostra (tanto da curva padréo, quanto das amostras a serem analisadas)
foram incubados com 20 pL de uma mistura de beads de captura e 20 uL de anticorpo
secundéario conjugado ao fluorocromo phycoerythrin (PE). As amostras foram
incubadas por 2 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz. Apos lavagem,
a aquisicao dos dados foi realizada utilizando o citbmetro BD ACCURI™ C6. A analise
dos dados foi realizada utilizando o software de andlises para CBA FCAP Array
software versao 3.0.1 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). As concentracdes de
cada amostra foram calculadas com base na curva padrdo, realizadas conforme
indicacdes do fabricante do kit. Para a determinacéo de citocinas no lisado tumoral,
valores obtidos foram corrigidos de acordo com o peso da massa tumoral e calculado
por grama do tumor. Amostras com concentracdes abaixo do limite de deteccéo

determinado pelo kit para cada citocina, foram consideradas com o valor = 0 pg/mL.
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2.10 Analise estatistica

Os testes de Normalidade (Shapiro-Wilk) e Homoscedasticidade (Levene) para
verificar se as distribuicbes das amostras eram ou ndo paramétricas foram realizados.
ApOs esta verificacdo, para amostras paramétricas foi aplicado o teste ANOVA de uma
via e pos-teste de Tukey ou ANOVA de duas vias e pos-teste de Bonferroni para
determinar as diferencas estatisticas entre os grupos avaliados. Ja para amostras ndo
paramétricas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Diferengas com valor de p < 0,05
foram consideradas significativas com a = 0,05. Os dados foram expressos como
meédia £ erro padrdo (EP). Andlises e graficos foram realizados utilizando o software
GraphPad Prism 8.0. Para as andlises multivariadas, foram utilizadas a analise de
componentes principais (PCA) e a andlise de correspondéncia canénica (CCA), que

foram realizadas pelo programa Multivariate Statistical Package (MVSP).

3. RESULTADOS

3.1 Perfil de citocinas no microambiente tumoral e no soro apds tratamentos com

ultradiluicdes de Viscum album

Replicatas de dois experimentos independentes com no minimo 3 animais em
cada grupo foram realizadas para avaliar o perfil de citocinas produzidas apo6s cada
tratamento. Andlises das citocinas nao revelaram diferencas significativas entre os
grupos, na producéo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-a e INF-y no soro (Figura 2). Em
contraste, a IL-10 apresentou diminuicdo nos grupos tratados com &alcool 10%
dinamizado (p=0,0051), carboplatina (p=0,0110), TM Aa (p= 0,0073), TM Qr (p=
0,0073), VaQr 12DH (p= 0,0029), VaQr 200CH (p= 0,0038) e VaQr 5LM (p= 0,0029),
guando comparados ao grupo controle agua.

Andlises das mesmas citocinas presentes no microambiente tumoral nao
revelaram diferencas entre os grupos nos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-
a e INF-y (Figura 3). Entretanto, apesar de nao apresentar diferenca estatistica entre
0S grupos na producado dessas citocinas, € importante ressaltar que houve tendéncia
de aumento de IL-10, IL-17 e INF-y no microambiente tumoral de animais do grupo

agua (controle) quando comparados aos demais tratamentos. Em contrapartida, o
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grupo tratado com TM Qr apresentou tendéncia ao aumento na producéao de INF-y,

porém também sem significancia estatistica.



com ultradilui¢es de Viscum album em diferentes escalas de diluigéo.

H
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Figura 2: Perfil de citocinas no soro de camundongos com melanoma apés tratamento
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Figura 2. Perfil de citocinas presentes no soro de animais tratados com agua (n=4), alcool 10%
dinamizado (n=4), carboplatina (n=4), tintura mée de Abies alba de ver&o (TM Aa n=4), tintura mée de
Quercus robur de verdo (TM Qr n=4) ou com poténcias de Viscum album de Quercus robur de verado
(VaQr 12DH, 200CH e 5LM; n=5 em cada grupo) apés 14 dias da inocula¢do das células tumorais.
Animais foram tratados com seus respectivos tratamentos em dias alternados, a partir do 6 dia da
inoculacdo das células tumorais, onde o nédulo tumoral foi evidenciado. Cada tratamento foi realizado
3x por semana até completar os 14 dias da inoculagdo do tumor, onde os animais foram eutanasiados
para coleta de sangue total. ApOs separacao do soro, dosagem de citocinas referentes aos padrdes de
resposta Th1/Th2/Th17 foram determinadas por citometria de fluxo: A. IL-2, B. IL-17, C. IL-4, D. TNFa,
E. IL-6, F. IFN-y e, G. IL-10. Comparac¢fes foram realizadas usando Anova de uma via e o teste de
Kruskal Wallis. (*) representa a significancia em relagdo a agua, (#) representa a significancia em
relacdo ao alcool e ($) representa a significancia em relacdo ao quimioterapico (*= p< 0,05, ** = p<
0,01, *** =p< 0,0001; # =p< 0,05, ## =p< 0,01, ### =p< 0,0001; $ =p< 0,05, $$ =p< 0,01 e $$$ =p<
0,0001).
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Figura 3: Perfil de citocinas no microambiente tumoral de camundongos com

melanoma apds tratamento com ultradiluicbes de Viscum album em diferentes escalas de

diluicao.
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Figura 3. Perfil de citocinas presentes no tumor de animais tratados com agua (controle n=4), alcool
10% dinamizado (controle n=4), carboplatina (controle quimioterapico n=4), tintura mae de Abies alba
de verdo (TM Aa n=4), tintura mae de Quercus robur de verdo (TM Qr n=4) ou com poténcias de Viscum
album de Quercus robur de verdo (VaQr 12DH, 200CH e 5LM n=5 em cada grupo) a partir do
surgimento do tumor (6 dias apds a inoculagdo das células tumorais). Animais foram tratados com seus
respectivos tratamentos por duas semanas em dias alternados (trés vezes por semana) até o dia da
eutanasia, 14 dias ap6s inoculacédo das células tumorais. Apds eutanasia, remogao cirargica do tumor
foi realizada para obtencdo de lisado tumoral e posterior avaliacdo no microambiente tumoral de
citocinas referentes aos padrées de resposta Th1/Th2/Th17: A. IL-2, B. IL-17, C. IL-4, D. TNFa, E.IL-6,
F. IFN-y e, G. IL-10. Anova de uma via com o Teste de Kruskal Wallis, ndo evidenciou significAncia
estatistica entre os grupos.
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3.2 Andlise histopatolégica do tumor, baco, figado e pulmé&o apos tratamentos

3.2.1 Analises de necrose, congestdo, hemorragia e derrame pigmentar
intratumoral

Fotomicrografias do tumor dos animais de cada grupo foram utilizadas para
avaliar o padrédo histopatolégico dos tumores em cada tratamento onde score foi
atribuido para cada avaliacdo (conforme item 2.7). Andlises descritas na Figura 4
mostram que animais tratados com agua, alcool 10% dinamizado e carboplatina,
apresentaram extensa area necrotica, entretanto ndo houve significancia estatistica
guando comparados com o0s animais dos grupos tratados com TM Aa, TM Qr, VaQr
12DH e VaQr 5LM. De forma semelhante, animais tratados com VaQr 200CH
apresentam também tendéncia ao aumento da area de necrose, porém em menor
quantidade que os controles, também sem significancia estatistica (Figura 4A).

Em relacdo a congestao tumoral (Figura 4B), animais do grupo controle alcool
10% dinamizado apresentaram maior congestdo quando comparados ao grupo
controle 4gua (p= 0,0079). J& os animais dos grupos tratados com TM Qr (p= 0,0053),
TM Aa (p= 0,0018), VaQr 12DH (p= 0,0009) e VaQr 5LM (p= 0,0018) apresentaram
menor congestdo tumoral, quando comparados ao grupo controle alcool 10%
dinamizado. De forma semelhante, os animais tratados com TM Aa (p= 0,0208), VaQr
12DH (p= 0,0140) e VaQr 5LM (p= 0,0208) apresentaram menor congestao tumoral
quando comparados com o grupo carboplatina (controle quimioterapico).

Analises da arquitetura tecidual também evidenciaram presenca de hemorragia
intratumoral, sendo maior nos animais do grupo controle alcool 10% dinamizado
quando comparado com o grupo controle agua (p= 0,0329). Em contraste, 0s grupos
tratados com TM Aa e VaQr 5LM apresentaram menor presenca de hemorragia
(Figura 4C) em area tumoral quando comparados ao grupo alcool 10% dinamizado
(p=0,0329 e p= 0,0138, respectivamente).

Derrame pigmentar (Figura 4D) maior também foi observado nos animais
tratados com carboplatina quando comparados ao grupo controle alcool 10%
dinamizado (p= 0,0017). Em contraste, animais dos grupos TM Qr e VaQr 200CH,
apresentaram menor derrame pigmentar quando comparados ao grupo carboplatina

(p=0,0436 e p=0,0347, respectivamente).
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3.2.2 Hiperplasia de polpa branca

Fotomicrografias das laminas de bacgo foram analisadas manualmente e
atribuido score para o item avaliado (item 2.7). Foi evidenciado hiperplasia de polpa
branca (Figura 4E) no grupo tratado com VaQr 5LM quando comparado ao grupo
controle agua (p= 0,0251) assim como, quando comparado ao grupo alcool (p=
0,0251).

Vale ressaltar que nos bacos dos animais com melanoma sem tratamento
(grupo agua) foram observadas outras alteracbes como maior desarranjo da

arquitetura, hipocelularidade e hemossiderose.
3.2.3 Congestao no figado

Assim como na andlise anterior, fotomicrografias das laminas do figado foram
analisadas manualmente e atribuido score (item 2.7). Animais dos grupos tratados
com alcool 10% dinamizado, carboplatina, TM Aa, TM Qr e VaQr 200CH,
apresentaram maior congestdo no figado (Figura 4F) quando comparados ao grupo
controle &agua (p= 0,0049, p= <0,0001, p= 0,0049, p= 0,0049, p= 0,0028,
respectivamente).

Em contraste, os grupos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM apresentaram
menor congestdo quando comparados aos controles alcool 10% dinamizado e

carboplatina, (p= 0, 0028 e p= <0,0001, respectivamente).
3.2.4 Atelectasia e enfisema pulmonar

Em relacdo a arquitetura pulmonar apo6s tratamentos, fotomicrografias das
laminas do pulmé&o foram analisadas manualmente e atribuido score para o item
avaliado (item 2.7). Em todos os grupos foram observadas severa atelectasia e
enfisema (Figura 4G), possivelmente associado a eutanasia por meio de decapitacao.
No entanto, os grupos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM apresentaram redugéo
significativa da atelectasia/enfisema, quando comparados aos animais dos grupos
agua, alcool 10% dinamizado e carboplatina (p= 0,0297 para todas as comparacdes).

Andlises de Componentes Principais (PCA) e Andlises de Correspondéncia
Canonica (CCA) foram realizadas para possibilitar maior compreensao em relacéo as

interacbes de um organismo com as variaveis que o cercam. A Figura 5 mostra PCA
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dos dados histopatolégicos de animais inoculados com melanoma e tratados com
Tinturas maes ou ultradiluicdes de Viscum album de Quercus robur obtido no veréo,
apresentou porcentagem cumulativa de 81,434 no eixo 3. Observa-se um gradiente
que leva a separacao dos individuos tratados com VaQr 12DH (identificados com o
namero 6) e os tratados com VaQr 5LM (identificados com nimero 8) no primeiro eixo
do individuo carboplatina (identificados com o nimero 3) no segundo eixo. Em termos
biolégicos, mostra uma tendéncia de que os individuos tratados com VaQr 12DH e
VaQr 5LM possam apresentar caracteristicas individuais relativas a necrose tumoral,
hemorragia tumoral, congestdo tumoral, derrame pigmentar, hiperplasia de polpa
branca, atelectasia/enfisema, congestdo hepética o que pode indicar condicbes
distintas associadas aos tratamentos.

A Figura 6 representa uma CCA considerando as analises histopatolégicas, em
funcdo da producdo das interleucinas. Nota-se que os individuos carboplatina
(identificados com o numero 3) se destacam dos demais individuos e que varias
interleucinas estéo influenciando esses individuos, tais como: IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 e
TNF-a. Ja em relacdo aos individuos VaQr 12 DH, VaQr 5LM, TM Aa e o controle
agua, estdo sendo mais influenciados pela IL-10. A porcentagem cumulativa foi de
84,086 no eixo 2.
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Figura 4: Andlises da arquitetura tecidual no tumor, em relacdo a necrose, congestao,
hemorragia e derrame pigmentar tumoral; hiperplasia de polpa branca; congestdo hepatica;

atelectasia/enfisema pulmonar apés tratamentos com ultradiluicdes de Viscum album em
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Figura 4. Avaliagdo da arquitetura tecidual no tumor, bago, figado e pulmdes. Analise de necrose,
congestdo, hemorragia, derrame pigmentar no tumor, hiperplasia de polpa branca no baco, congestao
hepética e atelectasias/enfisema pulmonar foram avaliados atribuindo score para cada item avaliado,
sendo 0 quando nao foram identificadas altera¢cbes, 1 para achados leves, 2 para achados moderadas
e 3 para severos. As diferencas estatisticas foram representadas nos gréficos, onde (*) representa a
significancia em relacdo a agua, (#) representa a significancia em relagdo ao alcool e ($) representa a
significancia em relacdo ao quimioterapico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01,
#### p< 0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001). Teste de Kruskal Wallis.
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Figura 5. Andlise dos componentes principais (PCA) realizada com dados da arquitetura tecidual dos individuos ap6s tratamentos com
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Figura 6. Andlise de correspondéncia candnica (CCA) realizada com dados da arquitetura tecidual de animais inoculados com melanoma e

tratados com Tinturas maes ou ultradiluig6es de Viscum album mostrando as variaveis climaticas (interleucinas). A sequéncia numérica é relativa

a cada grupo e os respectivos individuos que o compdem.

Eixo 2

Analises histopatologicas Fase 1 - CCA

-9.6

1. Agua
9.6 2. Alcool 10% dinamizado
- 3 Carboplatina
TNE-a Bl 4. M Aa
! 771 PNy a. TM Qr
B Va12DH
T Wa 200CH
8. Wa sLiM
58—
384
17 75
e 1.9
22 52 s
-4 ainst
; #* e
| | | | 13 e | |
| i i ! INEEARRE ! !
-7.7 -5.8 -3.8 -1.9 ‘-_' ?.!4 ) 7.7 9.6
4 09—
3.8
5.8
e
-0 fg—
Eixo 1

Vector scalina: 11.00

o

* Varidveis



49

3.3 Efeitos do tratamento com ultradiluicbes de Viscum album no desenvolvimento

tumoral, peso corporal e sobrevida

Andlises da evolucdo do crescimento tumoral por aproximadamente 30 dias
foram determinadas pelo valor médio das medidas do volume tumoral de cada grupo
em funcéo do tempo apos desafio com as células tumorais, mostraram que animais
com melanoma, tratados com VaQr 12DH apresentam volumes tumorais maiores nos
dias 14, 16 e 19 quando comparados aos animais tratados com o quimioterapico
carboplatina (p= 0,0369, p=0,0043 e p= 0,0230, respectivamente, Figura 7A).

No décimo sexto (16°) dia, também foi observado que houve aumento do
volume tumoral no grupo tratado com TM Aa quando comparado ao grupo
carboplatina (p=0,0153). Esse padrdo se manteve no décimo nono (19°) dia quando
comparado as meédias (p= 0,0248).

No décimo nono (19°) dia, o grupo carboplatina mostrou diminuicdo do volume
tumoral quando com comparado ao grupo agua (p= 0,0058) e ao grupo alcool 10%
dinamizado (p= 0,0294).

O grupo tratado com TM Qr no décimo nono (19°) dia apresentou volume
tumoral maior quando comparado as meédias dos grupos agua (p= 0,019) e
carboplatina (p= <0,0001).

O grupo tratado com VaQr 200CH mostrou aumento do volume tumoral no
décimo nono (19°) dia, quando comparado aos grupos alcool 10% dinamizado (p=
0,0348) e carboplatina (p= 0,0155). Essa tendéncia se manteve no vigésimo primeiro
(21°) dia quando comparado a média do grupo alcool 10% dinamizado (p= 0,0069).

Ja o grupo tratado com Va 5LM também demonstrou aumento do volume
tumoral no décimo nono (19°) dia quando comparado ao grupo carboplatina (p=
0,0405).

Em relacédo aos pesos da massa tumoral, conferida apds resseccao cirargica
dos tumores realizada ap6s necropsia, estes foram pesados e a média dos valores do
peso de cada grupo de tratamento comparada com 0s grupos controles agua, alcool
10% dinamizado e carboplatina. As analises mostraram que, 0s animais tratados com
VaQr 12DH apresentaram peso do tumor (g) significativamente maior quando
comparado com o grupo carboplatina (p= 0,0165 - Figura 7B), correlacionando com o

volume tumoral.
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Uma vez que a progressao tumoral esta estreitamente associada a perda de
peso em individuos com céancer, analises da variacdo de peso dos camundongos
tratados ou ndo com tinturas mae de Viscum album (Va) obtidas das arvores Quercus
robur ou Abies alba no verao e, ultradiluicbes de Va obtidas da &rvore Quercus robur
no verao, foram realizadas considerando o delta (A) peso, onde inicialmente realizou-
se o calculo do peso final do animal menos o peso do tumor (peso final — peso do
tumor). Apos este resultado, para calcular o delta (A) peso, considerou-se o peso final
(sem tumor) menos o peso inicial do animal (peso final — peso inicial).

Dessa forma, observou-se que animais tratados com carboplatina
apresentaram menor ganho de peso quando comparados aos demais grupos
controles 4gua (p=0,0007), &lcool 10% dinamizado (p=0,0155) e quando comparados
aos tratamentos com TM Aa (p= 0,0010), TM Qr (p= 0,0041), VaQr 12DH (p= 0,0008),
VaQr 200CH (p= 0,0076) e VaQr 5LM (p= 0,0002) (Figura 7C).

Em paralelo, considerando que o melanoma apresenta um desenvolvimento
progressivo e que animais desafiados com células de melanoma murino B16F10
apresentam curto espaco de vida, foi avaliado se os tratamentos com TMs e
ultradiluicdes de Va influenciariam no tempo de vida dos animais.

Assim, dados apresentados na Figura 7D mostram que animais tratados com
ultradiluicdes de VaQr 5LM (p= < 0,05) e VaQr 12DH (p= < 0,05) apresentaram maior
periodo de sobrevida quando comparados ao grupo carboplatina. Os demais grupos

de tratamento ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a sobrevida.
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Figura 7. Influéncia do tratamento de Viscum album no desenvolvimento tumoral, peso

corporal e tempo de vida de camundongos com melanoma
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Figura 7: Camundongos C57BL foram inoculados com 1,5x105 células de melanoma murino da
linhagem B16F10 de forma subcutanea em flanco esquerdo. Animais foram tratados com agua pura
estéril (n 4), alcool 10% dinamizada (n 4), carboplatina (n 4), Tintura mae de Abies alba (n 4), Tintura
mae de Quercus robur (n 4) ou com poténcias de Viscum album de Quercus robur obtida no verédo
(VaQr 12DH, VaQr 200CH e VaQr 5LM - n 5 em cada grupo), respectivamente a partir do surgimento
do tumor (6 dias ap6és a inoculacao) até o dia da eutanasia. A figura 7A, refere-se ao volume tumoral
determinado por aproximadamente 30 dias (fase 2 do estudo). O crescimento foi determinado pelo
acompanhamento do volume tumoral, realizado em 3x na semana com paquimetro. Para o célculo do
volume tumoral foram consideradas as medidas de altura e largura V(mm3) = d2x(D/2). Onde d
representa o menor valor e D o maior valor, obtidos pelas medidas de comprimento e largura realizadas
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em dias alternados. Para esta analise foi realizado uma Anova, de duas vias e pés-teste de Bonferroni.
Ja a figura 7B representa o peso tumoral apés endpoint que durou aproximadamente 30 dias. O tumor
dos animais foi retirado durante necropsia para determinacao do peso. Colunas representam a média
do peso do tumor em gramas (g) por grupo de tratamento onde foi aplicado o Anova de uma via e teste
de Kruskal Wallis. A figura 7C representa o peso delta corporal, onde os animais foram pesados em
dias alternados a partir do dia da inoculacdo até o dia da eutanasia. Foi realizado o calculo do peso
considerando o peso final do animal menos o peso tumoral e apds isso, calculado o delta (A) peso da
seguinte maneira: Peso final menos peso inicial. Foi realizado uma Anova de uma via e pés-teste de
Tukey. A figura 7D corresponde a analise de sobrevida onde os animais foram observados em dias
alternados por aproximadamente 30 dias para deteccao de ébitos ou sinais que indiqguem presenca de
ulceracdes sob o tumor, dor ou dificuldade de locomocao. Animais apresentando algum dos sinais de
desconforto descritos anteriormente, foram imediatamente eutanasiados por decapitacdo. Os 6bitos ou
a eutanasia foram registrados para analise da distribuicdo de sobrevida. Para esta analise, foi realizado
0 Teste de Kaplan Meier. As diferencas estatisticas foram representadas da seguinte maneira: (*)
representa a significAncia em relagdo a agua, (#) representa a significancia em relagdo ao alcool e ($)
representa a significancia em relagédo ao quimioterapico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05,
## p< 0,01, ### p< 0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).

3.4 Manifestac¢@es clinicas apresentadas apds tratamento com ultradiluicbes de

Viscum album

Analises das manifestacfes clinicas apos o desafio tumoral foram realizadas
em dias alternados e caso o0 animal apresentasse score 2 de ao menos uma das
manifestacdes indicativas de dor ou desconforto, tais como: prostracéo, ulceracao no
local do tumor, piloerecéao, dificuldade de locomocéao, aperto orbital, protuberancia do
nariz, protuberancia da bochecha, posicao das orelhas e mudanca do bigode, ele era
imediatamente eutanasiado.

Dados mostram que animais tratados com as ultradiluicdes de VaQr 12DH e
VaQr 5LM apresentaram tendéncia a menor prostracdo (Figura 8A) quando
comparados aos controles, contudo, ndo houve significAncia estatistica. Ja& em relacdo
as expressoes faciais, o grupo tratado com VaQr 12DH tende a apresentar menor
protuberancia do nariz (Figura 8B) e da bochecha (Figura 8C), menor mudanca da
posicdo das orelhas (Figura 8D) e do bigode (Figura 8E), menor aperto orbital (Figura
8F), menor piloerecdo (Figura 8G) e menor dificuldade de locomocéo (Figura 8H)
guando comparados aos controles e demais tratamentos. Entretanto, estes dados
também ndo apresentaram significAncia estatistica. Em relac&o a ulceragéo no local
da inoculacdo, notou-se que animais tratados com VaQr 5LM apresentaram menos
ulceracdes na pele, quando comparados aos controles e demais tratamentos,

contudo, também em significancia estatistica.
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Destaca-se que devido ao numero amostral limitado por grupo, essas
observacdes sdo promissoras e necessitam ser melhores investigadas, sugerindo-se
estudos futuros para novas avaliagoes.

Em adicdo, analises de Componentes Principais (PCA) foram também
realizadas para observar as interrelacdes entre um nimero de variaveis em termos de
suas dimensdes inerentes. A Figura 9 representa a PCA feita com dados
manifestagdes clinicas de animais inoculados com melanoma e tratados com Tinturas
maes ou ultradiluicbes de Viscum album de Quercus robur obtido no verdo, que
apresentou porcentagem cumulativa de 91,431 no primeiro eixo. Mostra um gradiente
que leva a separacdo dos individuos do grupo VaQr 12DH (identificados com o
namero 6) e VaQr 5LM (identificados com o nimero 8) no primeiro eixo dos demais
individuos no segundo eixo. Em termos bioldgicos, mostra uma tendéncia de que os
individuos tratados com VaQr 12DH e VaQr 5Lm possam ter apresentado menos

manifestacdes clinicas que os demais grupos de tratamentos.
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Figura 8: Efeito do tratamento com ultradiluicdes de Viscum album em relacdo as

manifestacdes clinicas apresentadas em animais com melanoma.
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Figura 8. Camundongos C57BL/6 inoculados com 1,5x10° células de melanoma murino B16F10 e tratados com
agua (controle n=4), alcool 10% dinamizado (controle n=4), carboplatina (quimioterapico n=4), tintura mae de Abies
alba de verdo (TM Aa n=4), TM de Quercus robur de verédo (TM Qr, n=4) ou com poténcias de Viscum album de
Quercus robur de verdo (VaQr 12DH, VaQr 200CH ou VaQr 5LM, n=5 em cada grupo) respectivamente a partir do
surgimento tumoral até aproximadamente 30 dias de inoculagdo das células tumorais, observados em dias
alternados para detecc¢ao de 6bitos ou sinais que indicarem presenca de ulcera¢des sob o tumor, dor ou dificuldade
de locomocgdo. Animais apresentando algum dos sinais de desconforto descritos anteriormente, foram
imediatamente eutanasiados por decapitacdo. Os 6bitos ou a eutanasia foram registrados para analise da
distribuicdo de sobrevida. As diferencas estatisticas foram calculadas usando o teste de Kaplan Meier: (*)
representa diferencas em relagdo a agua, (#) diferencas em relacdo ao alcool e, ($) representa diferencas em
relagdo ao quimioterapico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p< 0,0001; $ p< 0,05,
$$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).
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Figura 9. Analise de componentes principais realizada com dados das manifestacdes clinicas de animais inoculados com melanoma e

tratados com Tinturas mées ou ultradiluicGes de Viscum album. A sequéncia numérica é relativa a cada grupo com seus respectivos individuos.
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4. DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que medicamentos homeopaticos usados h& mais
de dois séculos, podem estimular o sistema imunolégico favorecendo o
desenvolvimento de respostas mais eficientes frente a determinada doenca. Os
extratos de Viscum album sdo amplamente utilizados no tratamento do cancer, devido
as suas propriedades imunomoduladoras, citotoxicas e pré-apoptoticas (BONAMIN et
al., 2017). Embora exista uma vasta literatura sobre o uso do Va antroposéfico no
tratamento de varias doencas, incluindo o cancer, pesquisas relacionadas aos efeitos
de preparacbes de Viscum album ultradiluidos e ainda utilizando de escalas
diferentes, ainda sdo escassas na literatura, o que torna os resultados obtidos neste
estudo inéditos e fundamentais para a continuidade de novas pesquisas relacionadas
ao tema.

Os resultados observados neste modelo experimental mostraram que animais
inoculados com células B16F10 e tratados ap6s surgimento de nddulo tumoral, com
tinturas maes ou com ultradiluicées de Viscum album obtido da &rvore Quercus robur
na estacao de verdo na Suica, exibiram diversos tipos de repostas em cada parametro
analisado.

Em relacdo as andlises das citocinas, as respostas tipo Thl ou perfil
inflamatorio tém sido associadas a melhor resposta antitumoral, onde caracteriza-se
pela producédo de citocinas pré-inflamatérias que favorecem a ativacédo de respostas
celulares e ativacdo dos macréfagos para via classica (macrofagos M1). Ja o perfil
Th2 € associado a producdo de citocinas anti-inflamatérias que regulam
negativamente respostas Thl, portanto podem favorecer a progressao tumoral,
mediada principalmente pela participacdo dos macréfagos M2, chamados no
microambiente tumoral de TAM (Tumor — Associated Macrophages) (QUAIL; JOYCE,
2013).

Em contraste com respostas do tipo Thl e Th2, de acordo com Guery e Hugles
(2015) as células do perfil Th17, possuem respostas controversas em relacdo aos
tumores, podendo tanto favorecer a progressao tumoral pela indugéo de angiogénese
ou pode promover respostas antitumorais pelo recrutamento de fagoécitos ou células
citotoxicas que desempenham respostas efetoras que inibem a progressao do tumor.

Um estudo mostrou que extratos etanolicos de V. album subsp. album,

subesp. abietis e subsp. austriacum ndo apresentaram quase nenhuma atividade
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inibitria nas citocinas inflamatorias (IL-1a, IL-1B, TNF-a) nas concentragdes testadas
(YESILADA et al., 1998).

Todavia, estudo para avaliar os efeitos imunolégicos in vitro do Va homeopatico
em células-tronco mesenquimais utilizando concentracdes de Va nas poténcias D3 e
200CH: 20 e 30 pL/mL revelou que estas nao induziram alteracdes na producédo de
citocinas inflamatorias TNF-a e IFN-y, mas diminuiram os valores de IL-6 e IL-13. O
resultado demonstrou que Va D3 e Va 200CH podem desempenhar um papel
importante como antiinflamatoérios e imunomoduladores (VALLE et al., 2022).

Entretanto neste estudo in vivo, nas analises do perfil de citocinas no soro foi
possivel identificar diminuigdo da IL-10 em todos os grupos de tratamento, exceto no
grupo agua. No entanto, destaca-se que esse padrdo nédo foi linear em todo o grupo.
A IL-10 é uma citocina multifuncional que exibe propriedades imunossupressoras e
anti-angiogénicas desempenhando, assim, um papel duplo e controverso na
carcinogénese humana, como fator promotor e inibidor de tumor (MOCELLIN et al.,
2003; 2005).

Ja em relacdo ao microambiente tumoral, um estudo mostrou que um efeito
imunomodulador do V. album subsp. album extrato metandlico (1 mg/mL) foi
observado pelo aumento da expressao de CD69, importante antigeno responsavel
pela ativacdo das células T, em células mononucleares periféricas do sangue, que
medeia a ativacdo de células T CD4 *, CD25*, CD8 *e CD25*. Além disso, 0s
autores observaram que o extrato também foi capaz de aumentar a fagocitose de
blastosporos de Candida albicans e a funcdo de morte intracelular de neutréfilos em
comparacao com o controle negativo (FIDAN et al., 2008).

Os resultados aqui obtidos mostraram que ndo houve mudang¢a na producao
de citocinas no microambiente tumoral apds os diferentes tratamentos. Contudo,
estudos futuros deverao ser realizados, ja que o microambiente tumoral também tem
papel preponderante nesse processo.

Nas andlises histopatolégicas, tumor, baco, figado e pulméo foram analisados.
No tumor dos animais, observou-se que os tratados com alcool 10% dinamizado e
carboplatina, apresentaram extensa area necrética quando comparados com 0S
grupos tratados com TM Aa, TM Qr, VaQr 12DH e VaQr 5LM. Entretanto, observou-
se também aumento da area de necrose em animais tratados com VaQr 200CH,
porém em menor quantidade que os grupos controles, contudo, estes dados néo

apresentaram significancia estatistica.
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A necrose é frequente em tumores, podendo estar associada a uma
intervencdo terapéutica ou ao proprio crescimento da massa tumoral. A
vascularizagdo irregular e limitada da grande maioria dos tumores faz com que
existam células muito distantes de qualquer capilar estando, portanto, em falta de
nutrientes e em hipoxia cronica. Dessa forma, a presenca de necrose no tumor, pode
estar associada a mau prognostico. Os centros necroticos representam a origem do
infiltrado inflamat6rio no tumor e muitos fatores celulares liberados pelas células
necréticas podem atuar como estimulos intensos para migracdo e diferenciacdo de
células imunes, especialmente macréfagos (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Em relacdo a congestdo tumoral, p6de-se observar maior congestdo nos
animais do grupo alcool 10% dinamizado quando comparado os grupos tratados com
agua, TM Qr, TM Aa, VaQr 12DH e VaQr 5LM. J4 quando se comparou os tratamentos
com o controle carboplatina, péde-se observar que animais tratados com TM Aa, VaQr
12DH e VaQr 5LM apresentaram menor congestdo tumoral na primeira fase do
estudo. A congestdao € o acumulo de sangue tecidual que ocorre através de um
processo passivo ocasionado pelo comprometimento de saida do fluxo sanguineo
venoso, ocasionando reducdo da drenagem venosa e distensdo das veias distais,
vénulas e capilares (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

A respeito da presenca de hemorragia tumoral, notou-se em maior quantidade
nos animais tratados com alcool 10% dinamizado quando comparado com 0s grupos
agua e os tratamentos TM Aa e VaQr 5LM. Entretanto, houve ainda um padréo de
células epitelidides, melanicas e amelanicas com maior derrame pigmentar nos
animais tratados com carboplatina quando comparados ao controle alcool 10%
dinamizado e aos tratamentos com TM Qr e VaQr 200CH.

O papel do baco na resposta imune tem sido objeto de muitos estudos clinicos
e experimentais uma vez que é um dos mais importantes 6érgdos envolvidos nas
defesas contra microrganismos. O baco € o local onde séo reguladas as respostas
imunes sistémicas contra o que € prejudicial ao hospedeiro. Este 6rgdo atua como
filtro para patdogenos e antigenos sanguineos, além de suas fungbes imunes e
hematopoiéticas (BRONTE; PITTET, 2013). Dessa forma, a esplenomegalia é uma
condicdo comum em situagdes como infec¢des e cancer, sugerindo que a diferenca
de tamanho encontrada pode estar relacionada com a modulacdo imunoldgica ja
identificada como mecanismo de acdo de medicamentos homeopaticos por varios
autores (REMYA et al., 2014; BONAMIN et al., 2012). Contudo, os resultados obtidos
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neste estudo ndo apresentaram diferenca estatistica entre o peso relativo do baco dos
animais em seus diferentes tratamentos.

De acordo com Bronte e Pittet (2013), a principal funcdo da polpa vermelha é
filtrar o sangue e reciclar o ferro de células vermelhas envelhecidas. J& a polpa branca
€ estruturalmente similar ao linfonodo, pois contém células T e B permitindo a geracao
de antigenos especificos e resposta imune protetora. Dessa forma, observou-se
hiperplasia de polpa branca no grupo VaQr 5LM quando comparado aos grupos agua
e carboplatina. O aumento da polpa branca, sugere maior atividade linfoide sistémica
nesse grupo, que pode estar relacionada a resposta tumoral a antigenos soluveis.

Andlises histopatologicas do figado evidenciaram maior congestao no grupo de
animais tratados com alcool 10% dinamizado, carboplatina, TM Aa, TM Qr e VaQr 200
CH guando comparados ao controle 4gua, enquanto os tratados com VaQr 12DH e
VaQr 5LM apresentaram menor congestdo quando comparados aos controles alcool
10% dinamizado e carboplatina. A degeneracdo hidrépica foi mais evidente nos
grupos tratados com VaQr 12DH, enquanto animais tratados com carboplatina
apresentavam degeneracdo difusa. A degeneracdo vacuolar é uma lesédo celular
reversivel, observada por acumulos de substancias em grandes vacuolos no
citoplasma de células, que pode evoluir para morte celular e embora inespecifica, esta
lesdo esteve presente de forma acentuada em animais do grupo tratado com VaQr
12DH, o que pode estar associada ao efeito hepatotoxico da ultradiluicéo.

Destaca-se que um achado comum foi a presenca de atelectasia/enfisema
pulmonar em todos os grupos. Este possivelmente associado a eutanasia por meio de
decapitacdo, entretanto, com reducao significativa nos grupos tratados com VaQr
12DH e VaQr 5LM.

Em relac&o ao volume tumoral, destaca-se que os grupos tratados com TM Aa,
TM Qr, VaQr 12DH, VaQr 200CH e VaQr 5LM apresentaram maior volume tumoral,
especialmente quando comparados ao grupo carboplatina em funcdo do tempo de
tratamento. Todavia, notou-se ainda que houve aumento do peso tumoral no grupo
tratado com VaQr 12DH quando comparado ao quimioterapico carboplatina.

E importante destacar que, durante todo o periodo experimental, os animais
foram observados para detectar sinais que indicassem sofrimento e, uma
caracteristica comum observada em ambas as fases do estudo, de que, embora o
volume tumoral fosse nitidamente maior nos grupos tratados com as tinturas mae e

ultradiluicdes, os animais que apresentavam piores condi¢des em relagcdo aos sinais
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de mobilidade/locomocéo, letargia, prostracdo e demais sinais indicativos de dor,
eram os tratados com carboplatina, ainda que néo represente significancia estatistica.

Estudos demonstram que € raro a regressdo de tumores unicamente sob a
terapia com Viscum album em dosagem normal ou baixa. Alguns estudos, como
relatos de caso descrevem uma regressao tumoral parcial ou completa sob uma
terapia local com alta dosagem de extratos de Viscum album ricos em lectina, que
muitas vezes produzem febre alta e reac¢des locais consideraveis. Isto foi relatado para
cancer de figado, carcinoma de pancreas, cancer de mama, carcinoma de células de
Merkel, tumores de pele e linfomas cutaneos, entre outros (MABED et al., 2004;
MATTHES et al., 2005; SEIFERT et al., 2005; ELDORRY et al., 2008; ORANGE et al.,
2010; 2012; WERTHMANN et al., 2013; 2014; VON SCHOEN-AGERER et al., 2014).

Vale ressaltar que os dados obtidos no presente estudo em relagdo ao volume
tumoral e peso tumoral, diferem dos dados obtidos por Carvalho (2015) que
demonstrou a reducdo de quase 100% da massa tumoral em camundongos
inoculados com tumor de Erlich e tratados com Va aquoso na poténcia 3DH,
preparacdo mais concentrada de principios ativos. Dados semelhantes foram obtidos
por Han e colaboradores (2015) que avaliaram os efeitos do visco coreano (Viscum
album L. var. coloratum) revestido com uma parede de polimero biodegradavel
(Eudragit ®) no crescimento de melanoma em camundongos. A administracéo oral de
4% (430 mg/kg/dia) de visco com revestimento entérico resultou em uma reducao
significativa no volume do tumor no dia 14 em comparagdo com 0 grupo controle
(CARVALHO, 2015).

Outro estudo com camundongos C57BL/6 portadores de melanoma
subcutaneo B16F10 tratados com extratos de visco contendo compostos sollveis em
agua e triterpendides solubilizados revelou que a adicdo de triterpendides
solubilizados aumentou os efeitos antitumorais dos extratos de visco, resultando em
reducdo do crescimento do tumor e prolongamento da sobrevida dos camundongos
(STRUH et al., 2013).

As diferencas dos achados de estudos anteriores com os obtidos no atual
trabalho podem estar associadas a escala de diluicdo utilizada, via de administragéo,
a origem do viscum e sua arvore hospedeira, a estagdo do ano na qual o extrato foi
obtido e a linhagem tumoral.

Em relacdo ao peso A corporal, este estudo demonstrou que o0s grupos tratados

com carboplatina, apresentaram menor ganho de peso quando comparados aos
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demais grupos (agua, alcool 10% dinamizado, TM, Aa, TM Qr, VaQr 12DH e VaQr
5LM. Animais tratados com carboplatina, em geral apresentavam piores condi¢cdes
clinicas para mobilidade, dinamismo e locomocdo, atividades que podem estar
associadas a perda de peco, pela falta de apetite ou desinteresse pela exploragao.

Em relacdo ao tempo de vida dos animais ap0s tratamentos, foi pré-definido
periodo de 30 dias para endpoint apos a inoculacdo de células tumorais visto a
agressividade do melanoma. Entretanto, animais que apresentaram sinais que
indicaram presenca severa de ulceragdes sob o tumor, dificuldade de locomogéo,
letargia e expressbes faciais indicativas de dor ou desconforto (aperto orbital,
protuberancia do nariz, protuberancia da bochecha, posicdo das orelhas e mudanca
do bigode) foram eutanasiados imediatamente. Dessa forma, o endpoint do estudo se
deu no vigésimo sexto (26°) dia apés a inoculacdo das células tumorais.

Analises do tempo de vida mostraram que, animais tratados com VaQr 12DH e
VaQr 5LM, apresentaram maior sobrevida quando comparados ao controle
carboplatina. Destaca-se que, além do tempo de sobrevida, notou-se que 0s animais
tratados com VaQr 5LM e VaQr 12DH também se apresentavam mais ativos, com
maior dinamismo e mobilidade, padrdo oposto ao apresentado pelos animais dos
demais grupos de tratamento, especialmente ao grupo tratado com carboplatina,
especialmente aqueles tratados com VaQr 12DH, ainda que ndo representasse
significancia estatistica possivelmente devido ao niUmero amostral restrito. Este é um
dado inédito e, portanto, novos estudos devem dar continuidade a este achado.

No presente estudo, ndo foi possivel avaliar a influéncia dos tratamentos em
relacdo a formacdo de metastases em 6rgédos distantes do local de inoculacédo das
células tumorais de melanoma, devido as limitagdes do modelo empregado, no qual

nao sao observadas metastases espontaneas.

5. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos sugere que, o tratamento com ultradiluicbes
de Viscum album, obtidas da arvore Quercus robur colhidas no verdo, em
camundongos com melanoma n&o impediu a progressdo do tumor, entretanto,
sugerem gue o tratamento com as potencias de VaQr 12DH e VaQr 5LM favorece a
melhora na sobrevida desses animais quando comparados com 0 quimioterapico

carboplatina. Além da sobrevida, foi observado aumento do peso corporal de acordo
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com o tratamento, o0 que denota aumento nos indicadores de qualidade de vida.
Destaca-se ainda que animais tratados com VaQr 12DH e VaQr 5LM, foram os que
demonstraram maior tendéncia melhor mobilidade/locomocéo, dinamismo e menor
apatia do que os demais tratamentos, ainda que, apresentassem maior volume
tumoral. Esses resultados abrem perspectivas promissoras para os efeitos do Va
ultradiluido, além de darem suporte a necessidade de mais pesquisas. Tais resultados
podem amparar futuros testes clinicos, definicdo de protocolos terapéuticos de
associacdo de compostos naturais as terapias convencionais.

Sugere-se que em estudos futuros, o VaQr 12DH e o VaQr 5LM sejam
utilizados de forma complementar ao quimioterapico, assim como as Tinturas mées e

ainda, que possam ser analisados as ultradiluicées provenientes da TM de A.a.
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Quadro 1 - Resultados mais relevantes obtidos em todas as analises, com os tratamentos

utilizados na Fase |.

RESULTADOS FASE1

Anadlise AGUA ?I(SO(/;OD(I)IL_ CARBOPLATINA ™ Aa ™ Qr Va 12DH | Va 200CH Va 5LM
IL_lO Soro l** l** l** l** l*** l** l***
Congestéo
tumoral -
1#®
Congestéo Ht?] r:ﬁnc;)rrr;g_la
Congestéo Congesté@o | Congestdo | tumoral - 4
tumoral - tumoral - tumoral - A Derrame Hiperplasia
1* Derrame 118 118 Congest&o | pigmentar P olp a
Score Hemorragia | pigmentar - 1% | Hemorragia | Derrame | figado - |# - 1% bra?]cg "
Histopatoldgico tumoral - | Congestao figado | tumoral - | pigmentar 833 Congestao 15 1
1** - i -8 Atelectasia/ | figado - ~
Congestéo Congestédo | Congestdo | Enfisema 1> §°§3§?tf;
figado - 1** figado - 1™ | figado - 1**| Pulmonar 9 358
TRT
L Atelectasia/
Enfisema
Pulmonar
IANA

As diferencas estatisticas foram representadas na tabela ao lado do grafico, onde (*) representa a
significancia em relacédo a agua, (#) representa a significancia em relacédo ao alcool e ($) representa a
significancia em relagdo ao quimioterpico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p<
0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).

Quadro 2 - Resultados mais relevantes obtidos em todas as analises, com os tratamentos
utilizados na Fase II.

RESULTADOS FASE 2
- " ALcooL Va
Anélise AGUA 10% DIN CARBOPLATINA ™ Aa ™ Qr Va 12DH 200CH Va 5LM
Sobrevida 18 1%
Peso tumoral oo
p=<0,05
- Dia 19 -
. , Dia 14 - 1
Volume tumoral . e Dia 16 - 1* | Dia 19 - . s 1% 18 . 8
p=<0,0001 Dia19-|"| Dia 19 - 1% e Dia 16 T$ Dia 21 - Dia 19 - 1
Dia 19 - 1 e
Peso corporal 188 18 1 188 788 1 888 198 1388

As diferencas estatisticas foram representadas na tabela ao lado do grafico, onde (*) representa a
significancia em relacdo a agua, (#) representa a significAncia em relag@o ao alcool e ($) representa a
significancia em relagdo ao quimioterapico (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,0001; # p< 0,05, ## p< 0,01, ### p<
0,0001; $ p< 0,05, $$ p< 0,01 e $$$ p< 0,0001).
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6. CONFLITOS DE INTERESSE

Os autores declaram que a pesquisa foi conduzida na auséncia de relacdes
comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito

de interesses.

7. DECLARACAO DE ETICA

O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Paulista (UNIP) sob nimero do protocolo 6777120620.

REFERENCIAS

AHMED, B. et al. Malignant Melanoma: Skin CancerDiagnosis, Prevention, and
Treatment. Crit Rev Eukaryot Gene Expr. 2020.

BAGOT, J. L. et al. Use of homeopathy in integrative oncology in Strasbourg, France:
Multi-center cross-sectional descriptive study of patients undergoing cancer treatment.
Homeopathy, n. 110, v. 3, p. 168-173. 2021.

BONAMIN, L. V. et al. Imunomodulation of Homeopathic Thymulin 5CH in a BCG-
Induced Granuloma Model. Evidence-Based Compl and Alter Med, v. 2013, 15
pages, 2012.

BONAMIN, L. V. et al. Viscum album (L.) in experimental animal tumors: A meta-
analysis. Exp and Therap Med, n. 13, p. 2723-2740, 2017.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia homeopatica
brasileira. 32 ed. 2011. Disponivel em:
http://www.anvisa.gov.br/hotsite/farmacopeiabrasileira/conteudo/3a_edicao.pdf

BRONTE, V., PITTET, M. J. The Spleen in Local and Systemic Regulation of Immunity.
Immunity, v. 39, p. 806 — 818, 2013.

CARVALHO, A. C. Atividade antineoplasica de Viscum album (L.) em tumores
experimentais: revisdo critica e estudo experimental em tumor de Ehrlich. Tese
de doutorado apresentada ao Programa de P6s Graduacdo em Patologia Ambiental e
Experimental da Universidade Paulista — UNIP. S&o Paulo, Sdo Paulo. 2015.

DAVIS, L. E. et al. Current state of melanoma diagnosis and treatment. Cancer
Biology & Therapy. 2019.


http://www.anvisa.gov.br/hotsite/farmacopeiabrasileira/conteudo/3a_edicao.pdf

65

DO PRADO, P. I. B. Avaliacéao in vitro do efeito de preparacdes homeopéaticas de
Viscum album sobre células de melanoma murino. Dissertagcdo de mestrado
apresentada ao Programa de Pos-graduacdo em Patologia Ambiental e Experimental
da Universidade Paulista — UNIP. S&o Paulo, S&o Paulo. 2021.

ELDORRY, A. K. et al. The Effect of a mistletoe preparation with defined lectin content
in advanced hepatocellular carcinoma cases. American Association for the Study
of Liver Disease. v. 424, 2008.

FELENDA, J. E. et al. Antiproliferative potential from aqueous Viscum album L.
preparations and their main constituents in comparison with ricin and purothionin on
human cancer cells. Jour of ethnopharmacology, v. 236, p. 100-107, 2019.

FIDAN, I. et al. The Efficiency of Viscum album Ssp. Album and Hypericum Perforatum
on Human Immune Cells In Vitro. Inmunopharmacol. Immunotoxicol. v. 30, 519-
528, 2008.

GUERY, L; HUGUES, S. Th17 Cell Plasticity and Functions in Cancer Immunity.
Biomed Res Int.; 2015:314620, 2015.

HAN, S.Y. et al. Anti-cancer effects of enteric-coated polymers containing mistletoe
lectin in murine melanoma cells in vitro and in vivo. Mol Cell Biochem, v. 408, p. 73—
87, 2015.

HOLANDINO, C. et al. Viscum album homeopathic tinctures: phytochemical profile and
antiproliferative activity. Inter Jour of High Dil Research, v. 17, n. 2, p. 07- 08, 2018.

HOLANDINO, C. et al. Phytochemical analysis and in vitro antiproliferative activity of
Viscum album ethanolic extracts. BMC Compl Med and Therap, 2020.

KANHERKAR, R. R. et al. Epigenetic mechanisms of integrative medicine. Hindawi
Evi Bas Compl and Alter Med, v. 2017, 2017.

LANGFORD, D. J. et al. Coding of facial expressions of pain in the laboratory mouse.
Nature Methods, v. 7, n. 6, p. 447-452, 2010.

LINDOSO, J. V. S. et al. Melanoma metastatico em céo: Relato de caso. Pubvet, v.11,
n.4, p.346-350, 2017. Disponivel em:
https://pdfs.semanticscholar.org/bOab/bc4c68a0f427bd58e03e28466d6909bba99f.pd
f

MABED, M. et al. Phase Il study of viscum fraxini-2 in patients with advanced
hepatocellular carcinoma. British Journal of Cancer. v. 90, p. 65-9, 2004.

MATTHES, H. et al. Treatment of inoperable pancreatic carcinoma with combined
intratumoral mistletoe therapy. Gastroenterology.v. 128(4, Suppl. 2), n. 433. 2005

MELO, M. N. O. et al. A scoping review of the genus Viscum: biological and chemical
aspects of alcoholic extracts. Plants, v. 12, n. 9, 1811, 2023.


https://pdfs.semanticscholar.org/b0ab/bc4c68a0f427bd58e03e28466d6909bba99f.pdf
https://pdfs.semanticscholar.org/b0ab/bc4c68a0f427bd58e03e28466d6909bba99f.pdf

66

MOCELLIN, S. et al. O duplo papel da IL-10. Immunol, v. 24, p. 36-43, 2003.

MOCELLIN, S. et al. A. Interleucina-10 e a resposta imune contra o0 cancer: um
contraponto. J Leukoc Biol, v. 78, p. 1043-1051, 2005.

ONUCHIC, A. C; CHAMMAS, R. Cancer and the tumor microenvironment. Rev Med.
Séo Paulo, v. 89, n. 1, p. 21-31, 2010.

ORANGE, M. et al. Durable tumour responses following primary high-dose induction
with mistletoe extracts: Two case reports. European Journal of Integrative
Medicine, v. 2, p. 63-9, 2010.

ORANGE, M. Durable regression of primary cutaneous B-cell lymphoma following
feverinducing mistletoe treatment - Two case reports. Global Advances in Health and
Medicine, v. 1, n. 1, p. 16-23, 2012.

QUAIL, D. F; Joyce, J. A. Microenvironmental regulation of tumor progression and
metastasis. Nat Med, v. 19, n. 11, p.1423-37, 2013.

REMYA, V.; KUTTAN, G. Homeopathic remedies with antineoplasic properties have
immunomodulatory effects in experimental animals, Homeopathy, v. 104. p. 1-9;
2014.

SEIFERT, G. et al. Response to subcutaneous therapy with mistletoe in recurrent
multisystem Langerhans cell histiocytosis. Pediatr Blood Cancer. v. 536, 2005.

SHARMA, B.; SHARMA, P. K. Homeopathy and Cancer: A Review. Jour of Appl Dent
and Med Scie, v. 5, p. 1, 2019.

SOUZA, C. M. Carcinoma mamario murino 4T1: caracteristicas morfolégicas,
imunofenotipicas, bioquimicas e ensaios pré-clinicos com
talidomida/carboplatina. Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. 2013.
Disponivel em: https://repositorio.ufmg.br/bitstream/1843/BUOS-
99MH3V/1/tese_cristina_maria_de_souza.pdf

SOUSA, D. W. L. Desenvolvimento do modelo experimental de mielossupressao
induzida pela carboplatina: papel do 6xido nitrico e da interleucina-17. Tese
apresentada a Coordenacédo do Programa de PdOs-Graduacdo em Ciéncias Médicas
da Universidade Federal do Ceara. 2020. Disponivel em:
https://repositorio.ufc.br/bitstream/riufc/54116/1/2020 _tese_dwlsousa.pdf

STRUB, T. et al. The “ART” of Epigenetics in Melanoma: From histone “Alterations, to
Resistance and Therapies” Theranostics. 2020.

STRUH, C. M. et al. Triterpenoids amplify anti-tumoral effects of mistletoe extracts on
murine B16.f10 melanoma in vivo. PLoS One, v. 8, e. 62168, 2013.


https://repositorio.ufmg.br/bitstream/1843/BUOS-99MH3V/1/tese_cristina_maria_de_souza.pdf
https://repositorio.ufmg.br/bitstream/1843/BUOS-99MH3V/1/tese_cristina_maria_de_souza.pdf
https://repositorio.ufc.br/bitstream/riufc/54116/1/2020_tese_dwlsousa.pdf

67

VALLE, A. C. V. et al. Homeopathic viscum album at potencies D3 and 200CH
presents cytokine modulatory effect produced by in vitro culture of mesenchymal stem
cells. Curr Res Cmpl Alt Med. v. 6, n. 155, 2022.

VAN DER WEYDEN, L. et al. Spontaneously occurring melanoma in animals and their
relevance to human melanoma. J Pathol. 2020.

VON SCHOEN-ANGERER, T. et al. Disappearance of an advanced adenomatous
colon polyp after intratumoural injection with Viscum album (European mistletoe)
extract: a case report. J Gastrointestin Liver Dis, v. 23, n. 4, p. 449-52, 2014.

WERTHMANN, P. G. et al. Durable response of cutaneous squamous cell carcinoma
following high-dose peri-lesional injections of Viscum album extracts - A case report.
Phytomedicine, v. 20, p. 324-7, 2013.

WERTHMANN, P. G. et al. Tumour response following high-dose intratumoural
application of Viscum album on a patient with adenoid cystic carcinoma. BMJ Case
Reports. 2014.

YESILADA, E. et al. Effects of the Turkish Subspecies of Viscum album on
Macrophage-Derived Cytokines. J. Ethnopharmacol. v. 61, 195-200, 1998.



68

ANEXO

\ - r -
'y /4 _/ / e Comisséo de Etica no o
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo dos efeitos in vivo de preparagbes homeopaticas de viscum album (L) no modelo de
melanoma murino®, protocolada sob o CEUA n® 6777120620 po massn, sob a responsabilidade de Elizabeth Cristina Pérez
Hurtade e equipe: Thais Cristing da 5Silva - que envolve a producdo, manutenc3o efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal [CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Paulista (CEUAJUNIP) na reunido de 07/10/2020.

We certify that the proposal "Study of the in vivo effects of homeopathic preparations of wiscum album (L.) in the murino
melanoma medel®, utilizing 70 lsogenics mice {70 females), protocel number CEUA 6777120620 jo ooessz), under the responsibility
of Elizabeth Cristina Pérez Hurtado and team; Thais Cristinag da Sifva - which involves the production, maintenance andjor use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by

the Hational Council for Control of Animal Experimentation (COMCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Paulista University ({CEUA/UNIP) in the meeting of 10/07/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)

‘iigéncia da Proposta: de 10/2020 a 06/2022 Area: Patologia Ambiental E Experimental

Origem: Biotério de Experimentagao

Espécie:  Camundongos isogénicos sexno:  Fémeas idade: Ea 10 semanas N: 70
Linhagem: CS57BL specific pathogen-free [SPF Peso: 17a23g

Local do experimento: Tedos os experimentos envolvendo animais serdo realizados no Biotério e Laboratdrio de Experimentagao
Animal do Centro de Pesguisa da Universidade Paulista.
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