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RESUMO

O extrato de Viscum album L. é utilizado ha séculos para fins medicinais e,
recentemente, como tratamento complementar para o cancer. Estudos recentes do
grupo de Onco-homeopatia da UNIP utilizando ultradiluicbes de extratos
hidroalcoolicos de Viscum album L. (Va), preparadas em diferentes escalas de diluigao
mostraram efeitos na viabilidade, atividade metabdlica, producdo de citocinas
inflamatadrias e diminuigdo das manifestagdes clinicas relacionadas a fadiga do cancer
em modelos in vitro e in vivo de melanoma murino. Assim, o intuito do presente projeto
foi avaliar in vitro, o potencial de migragao das células de melanoma B16F10 antes e
apos tratamento com ultradiluicées de Va nas poténcias 12X, 200C e 5LM. Para isto,
células B16F10 foram tratadas ou n&o por 24 horas com os veiculos (agua ultrapura,
filtrada e dinamizada na poténcia a ser avaliada) ou com a tintura mae de Va obtido
da arvore hospedeira Quercus robur, no verdo suico (TM-VaQrV), ou com
ultradiluicdes de TM-VaQrV, nas poténcias de 12X, 200C e 5LM para ensaios de
migracao (wound healing) e quantificacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) liberados
no sobrenadante de cultura apds cada tratamento, nos tempos de 24 e 48 horas. Em
paralelo, analises quantitativas das fibras de colageno presentes nas bidpsias de
tumores de camundongos com melanoma tratados ou ndo com esses medicamentos
foram avaliadas utilizando a coloracdo de picrosirius. Resultados obtidos, nao
evidenciaram diferencas significativas na capacidade de migragao celular das células
B16F10 apds tratamento com tintura mé&e ou ultradiluigdes de Va. Em contraste, o
tratamento com as poténcias 12X e 5LM levaram a diminuicao significativa dos niveis
de NO observados nas células tratadas somente com o veiculo. Paralelamente,
analises do porcentual da area de fibras de colageno presentes nos tumores de
animais tratados com esses medicamentos também nao revelaram diferengas
significativas em relagado aos tumores de animais nao tratados. Em conjunto, estes
dados inéditos serdo apresentados em formato de artigo para submisséao na revista
Homeopathy, com o intuito de contribuir na compreensdo dos mecanismos celulares
e moleculares induzidos pelo tratamento com diferentes ultradiluicdes de Va, que
levaram a melhora da qualidade de vida de animais com melanoma, observada em

estudos anteriores do grupo.



Palavras-chave: Cancer de pele; metastases, Quercus robur; poténcias

homeopaticas; medicina integrativa.



ABSTRACT

The extract of Viscum album L. has been used for centuries for medicinal purposes
and more recently, as a complementary cancer treatment. Recent studies by the Onco-
homeopathy group at UNIP using ultra-dilutions of hydroalcoholic extracts of Viscum
album L. (Va), prepared in different dilution scales have shown effects on viability,
metabolic activity, inflammatory cytokine production, and the reduction of clinical
manifestations related to cancer fatigue in in vitro and in vivo murine melanoma
models. Thus, the present study aimed to evaluate in vitro, the migration potential of
B16F10 melanoma cells before and after treatment with ultra-dilutions of Va at
potencies 12X, 200C, and 5LM. For this, B16F10 cells were treated or not for 24 hours
with the vehicles (ultrapure water, filtered and dynamized at the potency to be
evaluated) or with the mother tincture of Va obtained from the host tree Quercus robur
in the Swiss summer (TM-VaQrV), or with ultra-dilutions of TM-VaQrV at potencies
12X, 200C, and 5LM for migration assays (wound healing) and quantification of nitric
oxide (NO) levels released in the culture supernatant after each treatment at 24 and
48 hours. In parallel, quantitative analyses of collagen fibers in tumor biopsies of mice
with melanoma, treated or not with these medicines, were evaluated using picrosirius
staining. The results did not show significant differences in the migration capacity of
B16F 10 cells after treatment with the mother tincture or ultra-dilutions of Va. In contrast,
treatment with potencies 12X and 5LM led to a significant decrease in NO levels
observed in cells treated only with the vehicle. Similarly, the percentage area of
collagen fibers1 in tumors of animals treated with these medicines also did not show
significant differences compared to tumors of untreated animals. Together, these novel
findings will be presented in an article format for submission to the journal
Homeopathy, aiming to contribute to the understanding of the cellular and molecular
mechanisms induced by treatment with different ultra-dilutions of Va, which led to an
improvement in the quality of life of animals with melanoma, as observed in previous

studies by the group.

Keywords: skin cancer; mistletoe; Quercus robur, homeopathic potencies; integrative

medicine.
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I. INTRODUCAO

Segundo dados da World Health Organization (WHO, 2022), o cancer é
responsavel por quase trés quartos das mortes no mundo e pode ocorrer por causas
diversas, incluindo fatores sociais, ambientais, comerciais e genéticos.

Entre os tipos de céncer, o de pele € o mais frequente no mundo, sendo o
melanoma o subtipo mais agressivo (Bray et al., 2024). O melanoma é uma neoplasia
maligna de origem melanocitaria, caracterizada por sua alta capacidade de metastase
e resisténcia a tratamentos convencionais, tornando-se uma das formas mais
agressivas de cancer de pele (Lauters et al., 2024).

Atualmente, a maioria dos melanomas é diagnosticado precocemente, e
apenas 10 a 15% dos melanomas cutédneos primarios irdo metastatizar. Essa
progressdo ocorre de maneira linear e gradual com a metastase sendo um evento
tardio, no entanto, pode também ocorrer de forma paralela durante a formacao do
tumor primario. A presenca de metastases em qualquer tipo tumoral é, em geral,
considerada um indicador de mau prognadstico. Portanto, a identificacdo precoce de
marcadores correlacionados a doenca metastatica pode favorecer estratégias
terapéuticas para seu controle ou prevencao (Saud et al., 2022).

Salienta-se que a metastase ocorre quando as células cancerosas escapam
da massa tumoral primaria e colonizam outros tecidos, adjacentes ou distantes, pela
degradacdo da matriz extracelular e migracao via circulacao sanguinea ou linfatica. A
invasdao tecidual e a formacao de metastases sao processos complexos que envolvem
interagbes das células tumorais com os componentes moleculares ou celulares do
local onde se desenvolvem. Alteracbes no acoplamento fisico dessas células ao
microambiente e a ativagcdo de proteases extracelulares sdo fundamentais nesse
processo. Importante notar que metastases macroscopicas podem surgir décadas
apés um tumor primario ser removido cirurgicamente ou destruido
farmacologicamente (Saud et al., 2022).

Além disso, Santos et al. (2023) destacam que, em paises com alto IDH
(indice de desenvolvimento humano), intervencdes eficazes de prevencao, deteccao
precoce e tratamento tém contribuido para a reducdo das taxas de incidéncia e

mortalidade por cancer. Em contrapartida, nos paises em transicdo, essas taxas
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permanecem estaveis ou em ascenséo, evidenciando o desafio de otimizar recursos
e fortalecer as estratégias de controle do cancer nesses contextos (Santos et al. 2023).

Diante desse cenario, pesquisas com modelos murinos, usando células
B16F10, tém contribuido para entender melhor o comportamento do melanoma e suas
interacbes com o sistema imunolégico e 0 microambiente tumoral para o
desenvolvimento de tratamento mais especificos e eficazes (Sun et al.,, 2023).
Contudo, apesar dos avancos da imunoterapia e das terapias convencionais, a
resisténcia e os efeitos adversos significativos aos tratamentos resultam em
desfechos clinicos insatisfatérios, evidenciando a necessidade de terapias
complementares que minimizem esses efeitos (Braga et al. 2024).

Nessa busca por terapias complementares, o uso de ultradiluicdes de extratos
aquosos de Viscum album L., preparados de acordo com a farmacopeia homeopatica,
sdo utilizados na atualidade como terapia integrativa em pacientes oncologicos,
devido as suas propriedades imunomoduladoras e influéncia na melhora da qualidade
de vida desses pacientes (Melo et al., 2023). Entretanto, os mecanismos de acéo
desses medicamentos ainda ndo foram completamente elucidados.

Estudos recentes do grupo de onco-homeopatia da Universidade Paulista,
avaliaram no modelo de melanoma murino, os efeitos in vivo e in vitro de ultradiluicdes
de Va preparadas a partir de tinturas maes, obtidos de plantas colhidas das arvores
hospedeiras de Quercus robur (TM Qr) e Abies alba (TM Aa) nas estacdes de verao
e inverno da Suica. Resultados obtidos nestes estudos mostraram diminuicdo de
mediadores inflamatérios e melhora notavel da qualidade de vida de animais com
melanoma, apds o tratamento com as poténcias 12X, 200C e 5LM de TM Qr na
estacdo de verdo (Prado, 2021; Silva, 2023). Entretanto, os efeitos destes
medicamentos na capacidade de migracdo /metastatizacdo de células B16F10 ndo
foram avaliados.

Uma vez que a formacdo de metastase impacta na qualidade de vida do
paciente oncoldgico, a avaliacdo dos efeitos de preparacdes ultradiluidas de Viscum
album L. na capacidade de metastatizacdo das células de melanoma murino pode
contribuir para uma melhor compreensédo dos eventos celulares e moleculares

induzidos pelo tratamento com esses medicamentos.
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ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Melanoma e Metastase

O melanoma, um cancer de pele de comportamento agressivo, que surge nos
melandcitos - células responsaveis pela produgéo de pigmento na pele, é considerado
o tipo mais letal de cancer cutaneo. Esse cancer pode ser curavel se identificado e
tratado nas fases iniciais. Nos Estados Unidos, 0 melanoma ocupa a quinta posi¢cao
entre os tipos de cancer mais comuns € € a principal causa de morte relacionada ao
cancer de pele, sendo responsavel por aproximadamente 80% dos Obitos dessa
categoria (Nwafor et al., 2023).

Globalmente, ele representa cerca de 1,7% de todos os casos de cancer, com
taxas em ascensao principalmente nos paises desenvolvidos. Embora a taxa de
sobrevivéncia relativa de 5 anos tenha subido para 93,7%, a taxa de sobrevida para a
doenca em estagio avangado ainda € bastante reduzida, situando-se em 29,8%. A
metastase no melanoma ocorre de maneira rapida e prejudicial, e esta presente entre
40% a 60% dos pacientes em estagio avangado, levando ao prognéstico ruim e taxas
de sobrevida reduzidas (Nwafor et al., 2023).

O melanoma apresenta quatro subtipos histolégicos principais: 0 melanoma de
extensao superficial, que corresponde a aproximadamente 70% dos casos; o
melanoma nodular, que varia entre 15% e 30%; o lentigo maligno melanoma, com
incidéncia de 4% a 10%; e o melanoma lentiginoso acral, que representa menos de
5% das ocorréncias. Embora seja mais frequentemente encontrado na pele, o
melanoma pode se desenvolver em outros sistemas do corpo, incluindo os sistemas
oculares, respiratoério superiores, gastrointestinais e geniturinarias (Serman et al.,
2022).

Dentre esses subtipos, o melanoma cutaneo (MC) se destaca como o mais
agressivo e mortal. Ele resulta de danos no DNA das células aparentemente que néo
sdo corrigidas, levando a alteragdes genéticas que fazem com que as células se
multipliguem de maneira descontrolada, formando tumores malignos. Embora o MC
represente cerca de 5% de todos os casos de cancer de pele, ele é responsavel por
aproximadamente 75% das mortes relacionadas a essa doenga (Raymond; Suppa;
Gandini, 2020).
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Os fatores genéticos de risco para o melanoma incluem historico familiar da
doenca, caracteristicas como pele, cabelo e olhos claros, deficiéncias sem reparo do
DNA e genes especificos associados ao risco de melanoma. Entre esses genes estao
o inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A), CDK4, proteina-1
associada ao BRCA1 (BAP1), protecédo dos telobmeros 1 (POT1) e a transcriptase
reversa da telomerase (TERT). Mutagdes nesses genes supressores de tumores
aumentam significativamente a suscetibilidade ao melanoma (Yamauchi et al., 2022).

O risco de desenvolver melanoma é duas vezes maior em pessoas com
parentes de primeiro grau relatado com a doenga, e esse risco aumenta conforme o
numero de familiares afetados. Individuos com histérico familiar de melanoma tendem
a desenvolver a doenga mais precocemente e frequentemente apresentam multiplos
melanomas primarios. Enquanto os melanomas primarios ocorrem de forma
esporadica em cerca de 5% das pessoas que tiveram melanoma, esse indice sobe
para 19% entre aqueles com histoérico familiar da doenga (Toussi et al., 2020).

Para pacientes diagnosticados com melanoma cutaneo, recomenda-se um
programa de vigilancia que inclua exames de pele, couro cabeludo, mucosa oral e
area genital, realizados a cada trés a seis meses ou anualmente, dependendo dos
fatores de risco individuais. Nesse contexto, o uso de dermatoscopia comparativa tem
sido mostrado especialmente eficaz, com a imagem dermatoscopica digital sequencial
auxiliando na detecgéo precoce de melanomas (Zocchi et al., 2021).

Outro fator de risco é a radiacao ultravioleta (UV), considerada um dos
principais fatores de risco externos associados a todos os tipos de cancer de pele,
afetando especialmente areas do corpo que estdo mais frequentemente expostas ao
sol, como cabega e pescocgo, responsaveis por quase 80% dos casos registrados. Isso
indica que a exposigao a luz solar, seja em intensidade elevada ou por longos
periodos, também desempenha um papel significativo no desenvolvimento de
tumores. No entanto, cerca de um quarto dos casos ocorre em partes do corpo que
nao estao frequentemente expostas a luz solar direta. (Saeed et al., 2024).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) classificou o uso de
bronzeamento artificial como um carcinégeno do grupo 1, posicionando-o ao lado da
fumaca do cigarro dentro da categoria dos carcinégenos mais potentes. Ha evidéncias
crescentes que associam o0 uso de solarios, que sdo estabelecimentos especificos

destinados ao bronzeamento artificial, a incidéncia de melanoma, especialmente
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quando o uso comecg¢a na adolescéncia. Estima-se que o risco de desenvolver
melanoma aumente em 15% para aqueles que utilizam solarios em comparacdo com
individuos que nunca fizeram uso desse tipo de equipamento (Raymond-Lezman;
Riskin, 2023).

O aumento no numero de nevos melanociticos e a presencga de nevos atipicos
sao reconhecidos como fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma. Em
uma meta-analise, constatou-se que individuos com mais de 100 nevos tém cerca de
sete vezes mais risco de desenvolver a doenga. Além disso, aqueles com multiplos
nevos atipicos apresentam um risco seis vezes maior em comparagao com aqueles
sem nevos atipicos. Essa relacdo sugere que os nevos podem atuar como lesdes
precursoras do melanoma. Entretanto, a probabilidade de um unico nevo evoluir para
melanoma é bastante baixa, com um risco anual inferior a 0,0005%, assim a maioria
dos nevos permanece estavel e ndo se transforma em melanoma (Shreberk-Hassidim;
Ostrowski, 2023).

Contudo, agdes preventivas devem incluir uma combinagao de medidas como
evitar a exposigao intensa ao sol; nao utilizar dispositivos de bronzeamento artificial;
usar protecdo fisica como roupas, chapéus de aba larga e 6culos de sol; uso de
protetor solar nas areas expostas da pele e evitar a exposicao solar entre as 10 horas
da manha e as 16 horas. Essas sao algumas das normas consideradas seguras para
prevencgao primaria da doenga (Garbe et al., 2024). Ja a identificagdo precoce e o
rastreamento genético sdo fundamentais na prevencao secundaria, contribuindo para
a deteccdo antecipada de tumores com alto grau de malignidade ou resistentes a
determinado protocolo terapéutico (Garbe et al., 2024).

Para o diagnéstico, o reconhecimento de lesdes atipicas é o primeiro passo. O
método ABCDE, um acrénimo que ajuda tanto o publico quanto os profissionais da
saude a identificar melanomas potenciais, destaca cinco caracteristicas essenciais:
assimetria, borda irregular, variagao de cor, diametro e evolugdo. A assimetria indica
que uma metade da lesado difere da outra, enquanto a borda irregular se refere a
contornos desfocados ou com relevos. A variagcao de cor envolve multiplas tonalidades
na lesao, que podem ter dimensdes superiores a 6 milimetros. A evolugao diz respeito
a mudangas no tamanho, forma ou cor ao longo do tempo. Apds a identificacao de

uma lesdo suspeita, a realizacdo de uma bidpsia para analise do tecido, e a
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dermatoscopia pode ser utilizada para aumentar a precisdo da amostragem (Nwafor
et al., 2023).

O exame histopatolégico é considerado o método de referéncia padrao para o
diagnodstico de melanoma. As caracteristicas tipicas de um melanoma incluem a
organizagao das células melanociticas em camadas e ninhos, além da presenca ou
auséncia de invasodes perineurais e quantidade de linfocitos infiltrantes do tumor
(TILs), cuja presenca pode indicar uma resposta imunolégica ao melanoma (Nwafor
et al., 2023).

Considerando as discussbes apresentadas, € fundamental destacar que o
rastreamento precoce e a utilizacdo de tecnologias como a dermatoscopia digital e a
teledermatologia se mostram como recursos valiosos para a identificagdo precoce de
lesdes malignas. Contudo, apesar dos grandes avangos tanto no diagndstico, como
no tratamento, ainda existem desafios para diminuir a fadiga relacionada ao cancer e
efeitos colaterais associados aos tratamentos. Por isto, estudos com modelos in vitro
e in vivo sdo essenciais tanto para a descoberta de novos alvos terapéuticos, como
para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes ou de uso complementar,

capazes de melhorar o progndstico e qualidade de vida do paciente oncoldgico.

2 Células de Melanoma B16F10

Alinhagem celular de melanoma murino B16F10 € amplamente empregada na
pesquisa devido a sua alta capacidade metastatica, superior a outras linhagens.
Desenvolvido por Fidler em 1973 a partir da linhagem B16, apds aproximadamente
dez passagens em modelos animais, a linhagem evoluiu para a B16F10, adquirindo
uma capacidade metastatica aumentada (Voltarelli et al., 2017).

Células B16F10 sao de facil manejo e utilizadas amplamente em experimentos
in vitro e in vivo, pelo seu crescimento eficiente em cultura e sua capacidade de formar
tumores subcutdneos ou metastases pulmonares, dependendo do método de
inoculagao escolhido. Por isto, estas células sdo frequentemente empregadas como
modelo experimental de melanoma metastatico em camundongos, permitindo o
estudo de varios aspectos do cancer, incluindo a imunoterapia e a metastase (Arimoto
et al., 2018, Sanches, 2014).

Além do motivo apresentado anteriormente, estas células possuem perfil
genético especifico, em geral, ndo apresentam muta¢cdes nos genes RAS e BRAF,
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além de manterem a expressao da proteina PTEN e ndo apresentarem mutagao no
gene p53 (Voltarelli et al., 2017). Essas caracteristicas genéticas sdo importantes para
entender a resisténcia ao tratamento, pois a auséncia de mutagcbes em genes
frequentemente associados ao melanoma, como BRAF e RAS, pode indicar uma
resposta distinta a terapias-alvo, diferenciando-se de outros tipos de melanoma (Pinto
et al., 2022).

A pesquisa com as células B16F10 continua a contribuir para o
desenvolvimento de imunoterapias inovadoras, incluindo bloqueios de pontos de
controle e vacinas imunoldgicas de neoantigenos, e € uma ferramenta vital para testar
a eficacia de novas abordagens terapéuticas e entender mecanismos de resisténcia
em terapias contra 0 melanoma metastatico.

Assim, o conjunto destas caracteristicas indicam que o uso da linhagem
B16F10 é um modelo confiavel para a analise de progressédo tumoral, estudos de
mecanismos de acao e avaliacbes da eficacia de terapias anticancer em pesquisas

basicas e pré-clinicas.

3 Homeopatia

O uso de ultradiluigbes dinamizadas introduzido por Samuel Hahnemann no
século XVIII e popularizado no Brasil no século XIX, surgiu das suas observacées com
a Cinchona officinalis L., usada para tratar malaria, a qual causava sintomas
semelhantes aos da doenca, em doses elevadas. Esse fenbmeno levou Hahnemann
a formular o principio dos semelhantes no qual uma substancia que causa certos
sintomas em doses altas pode, em doses diluidas, tratar doencas com sintomas
semelhantes. Esse principio deu origem a homeopatia, uma abordagem terapéutica
complementar e integrativa utilizada no tratamento de diversas dongas (Bonato 2014;
Ulman 2021).

Além da diluicAo das substancias para minimizar seus efeitos adversos,
observacbes mostraram que essas diluigbes quando agitadas eram mais eficazes.
Essa agitacdo, chamada de sucussao, possivelmente amplificava a acéo
farmacoldgica das solucdes, especialmente durante viagens em que Hahnemann
transportava as substancias em carruagens sobre estradas acidentadas (Ullman,
2021). Assim, a dinamizacdo de substancias sollveis consiste em um método que
combina diluicbes progressivas com agitacdes intensas (sucussao), partindo de uma
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solucéo base e empregando um meio inerte adequado como veiculo (Holandino et al,
2022).

De acordo com Sa e Santos (2014), as escalas homeopaticas sdo responsaveis
por estabelecer a relacédo entre o insumo ativo e 0 insumo inerte nos medicamentos.
As escalas mais comuns na pratica farmacotécnica homeopatica incluem a
centesimal, a decimal e a cinquenta-milesimal. A escala centesimal (C), idealizada por
Hahnemann e amplamente empregada no Brasil, utiliza uma parte de insumo ativo
para 99 partes de insumo inerte, somando um total de 100 partes. A escala decimal
(X), por sua vez, foi desenvolvida por Constantine Hering e promove a diluicdo de uma
parte de insumo ativo em nove partes de inerte, totalizando dez partes. A escala
cinquenta milesimal (LM), também criada por Hahnemann, é destinada a producao de
poténcias muito elevadas, na proporcéo de 1/50.000. Inicialmente, Hahnemann e seus
colegas limitavam o nimero de diluices a cerca de 30C, acreditando que diluicdes
muito altas poderiam ser desnecessarias. Contudo, ao longo do tempo, mesmo as
diluicdes elevadas como 1.000C, mostraram eficacia em tratamentos muitas vezes,
com a vantagem de necessitarem menos repeticées de doses (Upadhyay, 2020).

Esse fen6meno, embora inicialmente visto com ceticismo, levou ao uso do
termo de ultradiluicbes, que sdo amplamente aceitas por milhdes de praticantes e
pacientes adeptos a homeopatia. A ultradiluicdo se aproxima do conceito de hormese,
em gue doses pequenas de substancias toxicas provocam uma reacao benéfica do
organismo, mas vai além, utilizando diluicdes muito mais altas (Ullman, 2021).

Dessa forma, as ultradiluices referem-se a prepara¢cdes homeopaticas em que
substancias sao diluidas em propor¢cfes extremas, muitas vezes além do ponto em
gue uma molécula da substéancia original pode estar presente. Estudos sugerem que
essas diluicbes mantém uma "atividade ndo material" que pode ter efeitos terapéuticos
(Rajendran, 2023). De acordo com Waisse (2017), essas diluicbes sao realizadas
além do limite de Avogadro, onde praticamente nenhuma molécula da substancia
original permanece. Devido a essa extrema diluicdo, as ultradiluicbes desafiam a
ciéncia tradicional que questiona a plausibilidade de qualquer efeito fisico-quimico ou
bioldgico sem a presenca molecular do principio ativo.

Na preparacdo de medicamentos homeopaticos diferentes veiculos séo
utilizados para diluir a substancia ativa: agua purificada ou etanol sdo usados para

substancias sollveis, enquanto a lactose € indicada para as insolaveis. Assim, a
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metodologia para o preparo das dinamizagdes envolve, por exemplo para a escala
centesimal, 1% de uma substancia ativa a 99% de agua ou etanol, seguido de uma
agitacao (sucussao) para criar uma poténcia de 1C. Poténcias mais altas séo obtidas
através de sucessivas diluicdes, processo proposto por Hahnemann e adotado no
desenvolvimento de tratamentos homeopéaticos (Bonato, 2014).

Apesar de controvérsias, evidéncias experimentais indicam que as ultradiluicdes
podem interagir com o corpo humano de maneira Unica, possivelmente por meio da
estrutura da agua ou nanoparticulas envolvidas nas diluicbes, desafiando a
compreensao tradicional dos medicamentos convencionais (Rajendran, 2023). Por
outro lado, a reprodutibilidade dos experimentos ainda é um desafio, com revisbes
sugerindo que efeitos positivos devem ser interpretados com cautela, dada a
influéncia de variaveis incontrolaveis e possiveis falsos positivos causados por
artefatos experimentais. Esses fatores aumentam a complexidade de validagdo dos
resultados (Teixeira e Carneiro, 2017).

Nos ultimos anos, diversos estudos vém investigando o uso de medicamentos
homeopaticos como terapia complementar de primeira opcdo para pacientes
oncolégicos, com o objetivo de reduzir efeitos colaterais, otimizar respostas aos
tratamentos convencionais, além de aumentar a qualidade de vida e sobrevida desses
pacientes (Carvalho, Porto e Bonamin 2013, Remya e Kutan 2015, Bagot, Legrand e
Theunissen 2021). Entre os medicamentos homeopéaticos mais utilizados e estudados
como terapia complementar na oncologia veterinaria e humana € o Viscum album L

homeopatico (Carvalho, 2015; Bonamin; Waisse, 2019).

4 Viscum album L.

O Viscum album L. (Va), conhecido como visco, é um medicamento
amplamente utilizado na medicina antroposodfica, especialmente no tratamento de
cancer, doencas cronicas que afetam sistemas multiplos e hepatite C. Essa planta
semiparasita se desenvolve em copas de arvores em ambientes arejados, o que a
impede de se fixar diretamente no solo. Para seu crescimento, o Va depende
completamente do hospedeiro, penetrando nos galhos da arvore por meio de pseudo-
raizes até alcangar o cambio vascular, de onde extrai agua. Ela cresce em diversas
arvores como: amoreira, pinheiro e carvalho, o que influencia em parte suas
caracteristicas fisico-quimicas (Chagas, 2022).
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De acordo com Choi et al. (2022), trata-se de uma planta semiparasita da
familia Viscaceae, utilizada com fins medicinais em diferentes partes do mundo. Na
Coreia, é conhecida por equilibrar o figado e rins, fortalecer ossos e articulagdes,
aliviar dores e prevenir aborto. Seu uso mais estudado € como terapia complementar
no cancer, devido as propriedades de seus compostos como lectinas e viscotoxinas,
que induzem apoptose de células tumorais e modulam o sistema imunoldgico,
favorecendo a melhora da qualidade vida do paciente oncoldgico (Paller et al., 2023).

O processo para transformar o Va em medicamento contra o cancer, descrito
por Rudolf Steiner, exigia colheitas da planta nas estacbes de verdo e inverno,
combinadas por meio de uma técnica inovadora para a época, com disco giratério a
alta velocidade. Estudos desde os anos 1960 confirmaram a citotoxicidade do Va com
énfase nas lectinas e viscotoxinas, substancias responsaveis por efeitos
antineoplasicos distintos. A planta também € notavel por concentrar minerais como
potassio, calcio e silicio, além de compostos orgéanicos como aminoacidos e
polissacarideos. Essa composi¢ao Unica varia sazonalmente, reforcando a eficacia do
extrato combinado de verdo e inverno. Apesar dos avancos, desafios persistem, como
incorporar substancias viscosas insollveis em agua aos preparados e explorar o
impacto do silicio no tratamento do cancer (Choi et al., 2022).

No contexto das terapias oncoldgicas, o Viscum album L. pode ser classificado
em quatro categorias, nomeadamente: terapia adjuvante, terapia de suporte, terapia
paliativa e terapia profilatica. A terapia adjuvante, em particular, tem como objetivo
principal melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida dos pacientes, sendo
frequentemente utilizada para prevenir a reincidéncia apos tratamentos oncoldgicos
(Wolff et al., 2021).

A terapia de suporte € recomendada em conjunto com quimioterapia ou
radioterapia, proporcionando maior imunoprote¢cdo. Em casos de cancer inoperavel
ou em fase metastatica, a terapia paliativa € fundamental para melhorar a qualidade
de vida e a sobrevida dos pacientes. Por sua vez, a terapia profilatica visa promover
a involugao de quadros pré-tumorais (Wolff et al., 2021).

Os compostos biologicamente ativos dos extratos do Va demonstraram a
capacidade de eliminar células tumorais em estudos in vitro e estimular o sistema
imunoldgico em condig¢des in vivo. Esses extratos sao classificados como substancias

que promovem a resposta do organismo contra infecgdes e doengas, exercendo uma
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agao protetora sobre o material genético (DNA) dos leucdcitos, incluindo as células
afetadas pela quimioterapia (Mansky et al., 2013).

A administracdo do Va, seja por via subcutanea ou intravenosa, resulta na
ligacao da maioria das lectinas as glicoproteinas transmembranicas evitando efeitos
téxicos. As viscotoxinas, por outro lado, interagem com a fosfatidilserina presente nas
membranas celulares, alterando sua composi¢do. Esse efeito é especialmente
acentuado em células tumorais, que apresentam quantidades maiores de
fosfatidilserina, tornando-as mais sensiveis a agao das viscotoxinas (Tsekouras et al.,
2020).

O Va esta disponivel em forma de extrato aquoso fresco e solugao injetavel
com os nomes comerciais de Helixor e Iscador. Existem diferentes tipos de Viscum
album, associados as diferentes arvores hospedeiras deciduas, incluindo Malus
domestica Bork., Quercus robur L. e Ulmus carpinifolia Gled (Jager et al, 2021).

A indicagao e a posologia sdo determinadas com base no historico clinico do
paciente, no tipo e na localizagao do tumor, bem como na presenga de comorbidades
e no tratamento oncologico em andamento, uma vez que cada arvore possui
caracteristicas particulares (Rodrigues e Mastroianni, 2020).

A eficacia do Va foi comprovada em diversas publicacbes. Estudos
prospectivos, planejados, controlados e multicéntricos, demonstraram que sua
associagdo com terapias oncoldgicas convencionais resulta em uma melhoria
significativa na sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes, além de reduzir os
efeitos adversos dos quimioterapicos (Rodrigues e Mastroianni, 2020). Pesquisas
como a de Yosri et al. (2024) destacam a importancia de investigar o papel da planta
como complemento aos tratamentos convencionais, especialmente em relacéo a
melhoria da qualidade de vida de pacientes com cancer avangado.

O estudo de Biegel et al. (2022) revisou sistematicamente o uso de extratos de
Va no tratamento de neoplasias em animais de companhia. Apds analise de 6.148
referéncias, 61 estudos foram incluidos, abrangendo 193 experimentos in vitro e 67 in
vivo. Tumores como melanomas, sarcomas e carcinomas mamarios em caes, além
de sarcoides equinos, mostraram maior resposta ao Va. No entanto, de acordo com
0s autores, a qualidade e quantidade limitadas de estudos dificultam conclusdes
definitivas, destacando a necessidade de mais pesquisas para validar a eficacia e

mecanismos do Va em oncologia veterinaria.
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O estudo de Prado (2021) investigou os efeitos de Va no modelo do melanoma,
utilizando ultradiluicées provenientes de tinturas maes preparadas partir de amostras
coletadas de arvores das subespécies Abies alba e Quercus robur na estacdo do
verdo, que mostraram alta citotoxicidade com diminuicdo do metabolismo celular,
alteracdes morfoldgicas, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e citocinas inflamatérias. Em destaque, preparacbes homeopaticas nas
poténcias 12X e 5LM mostraram modulacdo nos processos celulares, incluindo
metabolismo, replicacdo, estresse oxidativo e inflamacdo. A diluicdo 200C causou
citotoxicidade e aumentou os niveis de EROs. Esses dados inéditos oferecem novas
perspectivas sobre os efeitos antineoplasicos das preparacdes homeopaticas de Va.

Contudo, apesar dos estudos apresentados acima sobre os efeitos
imunomoduladores e antitumorais do Va, eles ainda geram debates na comunidade
cientifica sobre sua eficacia e os mecanismos de acao envolvidos. Por isto, mais
estudos sdo necessarios para melhor compreensao dos mecanismos de acéo,

verificar sua eficacia e seguranca de forma conclusiva.

5 Oxido Nitrico e Cancer

No céncer, o 6xido nitrico (NO) possui papel controverso com efeitos que
podem ser tanto benéficos quanto prejudiciais, dependendo da sua concentracdo. Em
niveis baixos, pode estimular a proliferacdo de células tumorais e promover
angiogénese, favorecendo o crescimento e a metéastase do tumor. Em concentracdes
mais altas, no entanto, o NO pode induzir apoptose das células cancerosas. Seu efeito
depende da interacdo com proteinas como p53, que regula a morte celular, e sua
modulacdo tem sido estudada em terapias, como a fototerapia dindmica e
imunoterapia (Sun et al., 2023; Fang et al., 2021; Huang et al., 2023). Essa regulacdo
sugere que o NO pode impulsionar a progressao do cancer em concentracdes baixas
e pode ser um agente terapéutico em niveis elevados (Cinelli et al., 2020).

Estudos recentes mostram que o NO pode atuar como um indutor da morte
celular imunogénica, o que fortalece a resposta imune antitumoral. Isso abre novas
possibilidades para o uso de NO em imunoterapia, onde ele pode ajudar a gerar uma
resposta imune mais eficaz contra o tumor. A utilizagdo de NO também tem sido

explorada na fototerapia dindmica, onde ele pode melhorar a eficacia do tratamento
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ao aliviar a hipdxia celular e reduzir os antioxidantes, como o glutationa, que
prejudicam a acéo da terapia (Huang et al., 2023).

Hu et al. (2020) também exploram tratamentos baseados no NO, como a
terapia génica e o uso de doadores de NO, que promovem a apoptose, inibem
metastases e aumentam a sensibilidade dos tumores a quimioterapia e imunoterapia.
A combinag&o de NO com outros medicamentos anticancer pode melhorar a eficacia
do tratamento, enquanto novas estratégias, como 0 uso de nanoparticulas e
biopolimeros, oferecem formas mais direcionadas e controladas de liberar NO para
tratamento de tumores.

No estudo de Ramirez-Patifio et al. (2022), sobre a expressao de 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS) em modelos murinos foi utilizada como estratégia
experimental para aumentar a producdo de NO, observando-se uma reducéo
significativa no tamanho do tumor, resisténcia a radiacao e diminuicdo da metastase
para o pulmé&o. Esta abordagem demonstrou que a manipulacdo da expressdo de
INOS pode ter efeitos benéficos no controle do crescimento tumoral e na resisténcia
ao tratamento em modelos experimentais de cancer.

A modulacao dos niveis de NO oferece um potencial terapéutico significativo,
seja em tratamentos com doadores de NO, seja em combina¢des com outras terapias
como a imunoterapia e fototerapia dinamica. Portanto, a compreensao desses
mecanismos pode abrir portas para estratégias terapéuticas inovadoras e mais
eficazes no tratamento do cancer.

Em conjunto, todas as informag0es aqui descritas mostram a necessidade de
novos estudos para melhor compreenséo dos efeitos de medicamentos ultradiluidos
de Viscum album L., preparados a partir de tinturas mées distintas, obtidas de extratos
alcoodlicos de Va coletados de amostras de arvores hospedeiras diferentes nas
estacdes de verdo e inverno. Para isso, no presente trabalho o intuito foi avaliar a
influéncia de ultradiluicbes de Viscum album L. (Va), preparadas com amostras
coletadas da arvore hospedeira Querqus rubor na estacao de verdo, na capacidade
de migragdo das células de melanoma murino B16F10. Além disso, os niveis de 6xido
nitrico nas ceélulas B16F10 foram verificados apOs tratamento com esses
medicamentos para determinar possivel participacéo no potencial migratério/invasivo
dessas células. Em paralelo, o estudo da composi¢cado de coldgeno em biopsias de

tumores de animais previamente tratados com esses medicamentos, foi realizado para
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determinar a arquitetura tecidual que possa favorecer a migracdo e

consequentemente formagéo de metastases.
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Resumo

O extrato de Viscum album L. é utilizado ha séculos para fins medicinais e
recentemente como tratamento complementar do cancer. Estudos recentes do grupo
utilizando ultradiluicbes de tinturas maes de Viscum album L. (Va), preparadas em
diferentes escalas de diluicdo, mostraram efeitos na viabilidade, atividade metabdlica,
producao de citocinas inflamatérias e diminuicdo das manifestacbes clinicas
relacionadas a fadiga do cancer em modelos in vitro e in vivo de melanoma murino.
Entretanto os efeitos desses medicamentos na capacidade de migragao das células
de melanoma murino ndo foram avaliados. Assim, o intuito do presente projeto foi
avaliar in vitro, o potencial de migragao das células de melanoma B16F10 antes e
apos tratamento com ultradiluicées de Va nas poténcias 12X, 200C e 5LM. Para isto,
células B16F10 foram tratadas ou n&o por 24 horas com os veiculos (agua ultrapura,
filtrada e dinamizada na poténcia a ser avaliada) ou com a tintura mée de Va obtido
da arvore hospedeira Quercus robur, no verdao suico (TM-VaQrV), ou com
ultradiluicdes deTM-VaQrV, nas poténcias de 12X, 200C e 5LM para ensaios de
migracao (wound healing) e quantificacao dos niveis de 6xido nitrico (NO), liberados
no sobrenadante de cultura apds cada tratamento, nos tempos de 24 e 48 horas. Em
paralelo, analises quantitativas das fibras de colageno presentes nas bidpsias de
tumores de camundongos com melanoma tratados ou ndo com esses medicamentos
foram avaliadas utilizando a coloragdo de picrosirius. Resultados obtidos nao
mostraram diferengas significativas na capacidade de migragéo celular, das células
B16F10 apds tratamento com tintura méae ou ultradiluigdes de Va. Em contraste, o
tratamento com as poténcias 12X e 5LM levaram a diminuicao significativa dos niveis
de NO observados nas células tratadas somente com o veiculo. Paralelamente,
analises do porcentual da area de fibras de colageno presentes nos tumores de
animais tratados com esses medicamentos também nao revelaram diferengas
significativas em relagdo aos tumores de animais nao tratados. Em conjunto, estes
dados sugerem que ultradiluigbes de TM-VaQrV nado afetam a capacidade de
migracao das células B16F10 e nem o estroma do tumor formado por elas, entretanto
induzem diminuicdo nos niveis de NO que pode estar associado ao comportamento
menos agressivo de estas células. Contudo, mais estudos s&o necessarios para
melhor compreensao dos efeitos das ultradiluicbes 12X e 5LM na diminuicdo do

potencial agressivo de células de melanoma B16F10.
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Introducéao

O melanoma é um cancer de distribuicao global, com elevada letalidade e de
dificil tratamento. Apesar dos avancgos nas intervengdes convencionais, como a
cirurgia e a imunoterapia, muitos pacientes ainda enfrentam resisténcia aos
tratamentos e graves efeitos colaterais, o que evidencia a necessidade de explorar
novas abordagens terapéuticas (Braga et al., 2024; Melo et al., 2023).

Neste contexto, o estudo de medicamentos que possam complementar a
terapia convencional para a melhora da qualidade de vida, com aumento da sobrevida
dos pacientes oncoldgicos, torna-se urgente (Braga et al., 2024; Melo et al., 2023).
Assim, o Viscum album L., uma planta com propriedades medicinais conhecidas,
apresenta-se como uma possivel opg¢ao devido a sua agao antitumoral e propriedades
imunomoduladoras que podem influenciar diferentes processos celulares e
moleculares (Mansky et al., 2013; Paller et al., 2023).

O Viscum album L. (Va), conhecido como visco, € um medicamento
amplamente utilizado na medicina antroposofica, especialmente no tratamento de
cancer, doencas cronicas que afetam sistemas multiplos e hepatite C. Essa planta
semiparasita se desenvolve em copas de arvores em ambientes arejados, 0 que a
impede de se fixar diretamente no solo. Para seu crescimento, o Va depende
completamente do hospedeiro, penetrando nos galhos da arvore por meio de pseudo-
raizes até alcangar o cambio vascular, de onde extrai agua. Ela cresce em diversas
arvores como: Morus spp., Pinus spp. e Quercus spp., 0 que influencia em parte suas
caracteristicas fisico-quimicas (Chagas, 2022).

A maioria de estudos relacionados a Va é como terapia complementar no
cancer, devido as propriedades de seus compostos como lectinas e viscotoxinas, que
induzem apoptose de células tumorais e modulam o sistema imunoldgico,
favorecendo a melhora da qualidade vida do paciente oncolégico (Paller et al., 2023).
Por outro lado, estudos de Melo et al. (2018) identificaram a presenca de compostos
como: acido cafeico, acido clorogénico, sakuranetina e ligabulosideo nas tinturas
maes de Va que podem ser responsaveis pela reducdo do crescimento celular de
forma dependente da dose sugerindo, portanto, o potencial uso na pesquisa
farmacoterapéutica contra o cancer.

Ja as pesquisas com ultradiluicdes homepaticas de Viscum album L., tém

despertado o interesse da comunidade cientifica por favorecer a melhora da qualidade
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de vida dos pacientes oncologicos. Dessa forma, a investigagdo de como essas
ultradiluicdes afetam o potencial de migracdo das células de melanoma pode
contribuir para a compreensao dos mecanismos de agao dessas preparagdes, e
fornecer ferramentas na area de oncofarmacologia para a implementagdo de
estratégias mais eficazes na prevengdo e tratamento de canceres altamente
agressivos como o melanoma, visando a melhora na sobrevida e principalmente a
qualidade de vida destes pacientes.

Para o preparo de medicamentos homeopaticos diferentes escalas de diluicéo
sao utilizadas, para estabelecer a relagédo entre o insumo ativo e o insumo inerte nos
medicamentos. As escalas mais comuns na préatica farmacotécnica homeopética
incluem a centesimal, a decimal e a cinquenta-milesimal. A escala centesimal (C),
idealizada por Hahnemann e amplamente empregada no Brasil, utiliza uma parte de
insumo ativo para 99 partes de insumo inerte, somando um total de 100 partes. A
escala decimal (X), por sua vez, foi desenvolvida por Constantine Hering e promove a
diluicho de uma parte de insumo ativo em nove partes de inerte, totalizando dez
partes. A escala cinquenta milesimal (LM), também criada por Hahnemann, é
destinada a producdo de poténcias muito elevadas, na propor¢do de 1/50.000.
Independente da escala utilizada, cada diluicédo é seguida de uma agitacéo (sucussao)
para formar a poténcia 1C, 1X ou 1LM. Poténcias mais altas sdo obtidas através de
sucessivas diluicdes com respectiva sucussao, processo proposto por Hahnemann e
adotado no desenvolvimento de tratamentos homeopaticos (Bonato, 2014).

A eficacia do Va foi comprovada em diversas publicagdes. Biegel et al. (2022)
revisaram sistematicamente o uso de extratos de Va no tratamento de neoplasias em
animais de companhia. Apds analise de 6.148 referéncias, 61 estudos foram incluidos,
abrangendo 193 experimentos in vitro e 67 in vivo. Tumores como melanomas,
sarcomas e carcinomas mamarios em caes, além de sarcoides equinos, mostraram
maior resposta ao Va. No entanto, de acordo com os autores, a qualidade e
guantidade limitadas de estudos dificultam conclusGes definitivas, destacando a
necessidade de mais pesquisas para validar a eficacia e mecanismos do Va em
oncologia veterinaria.

Estudos recentes do grupo, avaliaram no modelo de melanoma murino, os
efeitos in vivo e in vitro de ultradiluicbes de Va preparadas a partir de tinturas maes

de Va, obtidos de plantas colhidas das arvores hospedeiras de Quercus robur (TM Qr)
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e Abies alba (TM Aa) nas estacdes de verao e inverno da Suica. Resultados obtidos
nestes estudos mostraram diminui¢cdo de mediadores inflamatérios e melhora notavel
da qualidade de vida de animais com melanoma, apds o tratamento com as poténcias
12X, 200C e 5LM de TM-Qr na estacdo de verdo (Prado, 2021; Silva, 2023).
Entretanto, os efeitos destes medicamentos na capacidade de migracéo
/metastatizacéo de células B16F10 nao foi avaliada.

Uma vez que a formacdo de metastase impacta na qualidade de vida do
paciente oncoldgico, a avaliacdo dos efeitos de preparagdes ultradiluidas de Viscum
album L. na capacidade de metastatizacdo das células de melanoma murino pode
contribuir para uma melhor compreensédo dos eventos celulares e moleculares

induzidos pelo tratamento com esses medicamentos.

Material e métodos

Medicamentos e veiculos

Tintura mae (TM) proveniente de extrato alcodlico de Viscum album L. (Va)
obtido da planta inteira coletado da arvore hospedeira Quercus rubor (TM Quercus)
na estagao de verao na Suica, foi preparada conforme a farmacopeia homeopatica
brasileira pela Profa. Dra. Carla Holandino da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), que disponibilizou gentilmente uma aliquota para o presente estudo (Melo et
al., 2023). ATM Quercus foi encaminhada para a farmacia homeopatica HN Cristiano,
em Sao Paulo, para a obtencao das ultradiluicbes homeopaticas nas poténcias 12X,
200C e 5LM de acordo com a escala Hahnemanniana. Como veiculo, agua ultrapura,
filtrada, diluida e sucussionada na poténcia respectiva foi usada e, a Carboplatina (B-

platin — Blausiegel®) na concentragéo de 10% como quimioterapico.

Cultura celular

Alinhagem de células de melanoma murino B16F 10 obtida do banco de células
do Rio Janeiro (BCRJ) foi cultivada em meio completo (R10) contendo: RPMI — 1640
(Gibco — Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, USA), acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco - Thermo Fisher Scientific), 1% antibitico

penicilina/estreptomicina (Gibco — Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, USA).
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As células foram mantidas em garrafas de cultura, em incubadora (Thermo Fisher) a
37°C com 5% de CO2 e 100% de umidade relativa. Para coleta, as células foram
submetidas a breve exposic¢ao a tripsina (Thermo Fisher) e inativagdo com meio R10.

Para os ensaios, as células foram semeadas em placas de 12 pogos na
concentragdo celular padronizada em 5x10* células por pogo, e incubadas overnight

para total adesao das células e para posterior inicio dos tratamentos

Viabilidade celular pelo método de exclusao Trypan blue

Para contagem e determinacdo da viabilidade celular antes dos ensaios, foi
utilizado o método de exclusao por Trypan blue. Para isso, 10 uL da suspensao celular
foram adicionados a 10 pL do corante azul de tripan (diluicdo 1:1), apods
homogeneizagao, 10 pL desta solugao foram colocados na camara de Neubauer para
quantificacdo das células vivas (n&o coradas) e mortas (coradas). Por este método, a
células mortas adquirem a cor azul ao perderem a integridade da membrana celular o
que permite a entrada do corante, ao passo que as células viaveis se apresentaram
brilhantes e sem cor uma vez que a integridade da membrana n&o permite a entrada
do corante. Para a realizagao dos ensaios, culturas celulares somente com viabilidade

acima de 90% foram utilizadas.

Ensaio de migragao celular

O ensaio de migragao celular Wound Healing (WH) foi realizado para avaliar a
influéncia dos tratamentos homeopaticos de Viscum album L. na migracao das células
B16F10. Para isto, células foram cultivadas em placas de 12 pocos, e apds adesao
overnight, o meio foi substituido por meio sem soro e incubadas por 12 horas nas
mesmas condi¢des para sincronizagao do ciclo celular (starvation). Apos este periodo
de starvation, foi realizada uma linha constante ("ferida") em cada pogo, com ajuda de
uma ponteira de 1000 uL ao pressionar delicadamente contra o assoalho do poco da
placa, provocando descontinuidade da monocamada celular. Imediatamente, células
nao aderidas foram retiradas por lavagem sucessivas com RPMI (aproximadamente
5 vezes). Em seguida, células B16F10 aderidas foram mantidas em cultura por 24h
contendo s6 meio R10 novo (B16F10) ou meio R10 contendo 10% de Carboplatina ou
10% de TM Quercus, ou 10% de cada uma das ultradiluicdes de TM Quercus nas
poténcias de 12X (Va 12X), 200C (Va 200C), e 5LM (Va 5LM). Cada pogo com fenda

32



nas diferentes condi¢des de cultura foi fotografado, através de microscoépio utilizando
lente objetiva de 10X, logo apds as lavagens (tempo 0) e nos intervalos de tempo de
3, 6,9, 12, 22 e 24 horas de inicio do tratamento a fim de determinar o tamanho da
“ferida” como indicativo de migragcédo. As imagens foram avaliadas com o auxilio de
programa de analises de imagem (Imaged) para determinar a distancia entre as duas
margens de células formadas no pogo apés “ferida”. O ensaio de WH foi realizado em
3 momentos independentes (triplicata bioldgica) utilizando quadruplicata experimental

(4 pogos por amostra) para cada condigao de tratamento.

Determinagao de Oxido Nitrico

Para analises de produgdo de oxido nitrico (NO), células B16F10 foram
cultivadas em placas de 12 pogos na concentragdo de 5x10* células/pogo, em
quadruplicatas para cada condi¢ao experimental. Apds 24 e 48 horas de cultura, 100
ML de sobrenadante de cada quadriplicata experimental foram coletados,
centrifugados para descarte de debris celulares e, imediatamente congelados em
freezer -80°C até o momento do processamento. Pools de cada quadruplicata
experimental obtidas em trés experimentos independentes foram submetidas para

analises.

As concentragdes de NO, (nitrito), como estimativa da producdo de NO foram
determinadas por quimiluminescéncia, utilizando o equipamento Nitric Oxide Analyzer
(Sievers, Modelo 280i), com limite de detecgdo para amostras liquidas de ~1,0 uM.
Para isto, um volume de 10 yL de cada um dos trés pools, em cada condi¢cao
experimental foi injetado trés vezes ao frasco externo do equipamento, contendo acido
acético e iodeto de sédio 0,1 mM sob atmosfera inerte com gas nitrogénio (N2). Para
calibracdo e calculo das concentragdes, area do sinal dado pelo equipamento foi
expresso em uM, utilizando como referéncia curva de calibragao de nitrito de sdédio na
faixa de concentracdo entre 0,25 uM a 50 yM. Niveis de NO detectados foram
corrigidos pela subtracdo dos valores de NO da amostra branco, representada por
pogos contendo somente meio de cultura (sem células), mantidos no mesmo tempo e

condicbes que os pocos com células foram cultivados.

Quantificagao de colageno pelo método de Picrosirius

Para avaliacdo do estroma tumoral apdos tratamento com ultradiluicbes de Va,
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a coloragao de picrosirius foi utilizada em amostras de biopsias doadas (ANEXO 1 e
2) de estudo anterior do grupo (SILVA et al., 2023) utilizando camundongos com
melanoma tratados com Carboplatina, alcool, TM Quercus ou suas ultradilui¢des 12X,
200C ou 5LM. Conforme relatado por Silva (2023), a tintura-mae disponibilizada pela
Farmacia HN Cristiano com 50% de alcool, foi sempre preparada no dia dos
tratamentos, utilizando uma proporgdo de 1:5 (TM/Agua ultrapura estéril), visando
alcangar uma concentracgao final de 10% de alcool, a fim de reduzir possiveis efeitos
toxicos nos animais. Os medicamentos ultradiluidos 12X, 200C e 5LM e o veiculo
alcodlico (alcool 30%) foram produzidos na mesma farmacia, a partir de amostras de
TM Quercus. Para a administracdo nos animais, tanto o veiculo quanto os
medicamentos ultradiluidos foram preparados em agua estéril na proporcao de 1:3
(Alcool/Agua ultrapura ou Ultradiluicdo/Agua ultrapura), para atingir a concentracdo
final de alcool de 10% de alcool, conforme descrito também no prepara do tratamento
com TM Quercus, com objetivo de minimizar sua toxicidade.

A técnica de picrosirius permite a analise quantitativa das fibras de colageno,
que apresentam diferentes tonalidades quando observados sob a luz polarizada. Para
isto, o corante Picrosirus foi preparado com 0,5 g de Sirius Red adicionado de 500 mL
de solucdo saturada de acido picrico. Para a coloragao, as laminas de biopsias foram
desparafinadas, hidratadas e lavadas com agua destilada por um minuto, coradas
durante uma hora na solugao de picrosirius red 0,1% e entdo lavadas em agua
corrente por cinco minutos. Em seguida, as laminas foram contracoradas com
hematoxilina durante cinco minutos, lavadas por dez minutos em agua corrente,
desidratadas e clarificadas.

As laminas foram observadas no microscopio Olympus BX60 com o auxilio de
uma lente polarizada. Trés imagens de cada um dos sete grupos avaliados, foram
capturadas por uma camera Nikon DS-Ri1 através do programa Nis Elements
F4.00.00. Para analises, fotomicrografias adquiridas sem o uso da lente polarizada
foram analisadas usando o software ImagedJ_(National Institutes of Health, Bethesda,
MD, EUA). As imagens analisadas foram obtidas a partir de uma regido especifica da
lamina, o centro do tumor, utilizando objetiva de 40x para garantir maior detalhamento.
Em seguida, foi aplicada a ferramenta Analyze Particles para quantificacdo de area.
Para padronizagdo, os mesmos parametros de limiar e ajustes foram aplicados a

todas as amostras. Os dados obtidos foram posteriormente exportados para analise
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estatistica

Anidlise estatistica

Os testes de Normalidade (Shapiro-Wilk) e Homocedasticidade (Levene) foram
aplicados para verificar se as distribuicbes das amostras eram ou ndo paramétricas.
Apos verificagdo, o teste ANOVA de uma ou duas vias com o pds-teste de multiplas
comparacgdes de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas estatisticas entre
0s grupos avaliados. Analises e graficos foram realizados usando Prism GraphPad 8
Software (Califérnia, USA). Diferengas com valor de p < 0,05 foram consideradas

significativas com a = 0,05.

RESULTADOS

Ensaio de migracao celular

A capacidade de migracdo das células B16F10 foi avaliada por meio da
mensuracao da area da ferida criada na monocamada celular (Fig. 1A). As andlises
foram realizadas em tempos diferentes, permitindo verificar a dindmica de migragao
celular sob diferentes condi¢cbes de tratamento (Fig. 1B). Fotomicrografias e lentes
objetivas de 10X, andlises apresentadas na Fig. 1 e Tabela 1, respectivamente
mostram que células tratadas com a poténcia de Va 5LM e o veiculo H,O 5LM
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) na média das areas das feridas nos
tempos 22 horas (** p = 0,0026; **** p < 0,0001; respectivamente) e 24 horas (*** p =
0,0010; **** p < 0,0001; respectivamente) em comparacao ao tempo inicial (O horas).
Ja os grupos H,O 12X, H,O 200C, Va 12X, Va 200C apresentaram diferenca
significativa nos tempos 12 horas (* p = 0,0175; ** p = 0,0054; ** p = 0,0021; ** p =
0,0026; respectivamente), 22 horas (**** p = < 0,0001; **** p = < 0,0001; **** p = <
0,0001; **** p = < 0,0001; respectivamente) e 24 horas (**** p = < 0,0001; *** p = <
0,0001; *** p = < 0,0001; *** p = < 0,0001; respectivamente) em relagdo ao tempo 0
horas. O grupo tratado com Carboplatina ndo apresentou diferenca significativa em
nenhum dos tempos avaliados em comparacao ao tempo O horas (p > 0,9984). O
grupo tratado com TM teve o tempo O horas registrado, porém apresentou morte

celular de 100% ja no tempo de 3 horas e por isso nao foi possivel determinar a area
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da ferida nos outros tempos, conforme mostrado nas micrografias respectivas de cada
tempo (Fig. 1A, coluna 6).

Dessa forma, conforme mostrado na Tabela 1, com excecédo do grupo tratado
com Carboplatina (p = 0,9994), todos os demais tratamentos demonstraram diferenca
significativa (p< 0,05) entre médias das areas registradas entre os tempos 0 e 24
horas. Assim, estes resultados sugerem que as ultradiluicbes de Va, diferentemente
ao quimioterapico Carboplatina, ndo impedem a capacidade de migracao das células
B16F10 (Tabela 1).
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Fig. 1 Avaliacdo da migracao das células B16F10 apds tratamentos com ultradiluigdes de Viscum album
L. em diferentes tempos. (A) Fotomicrografias utilizando lentes objetivas de 10X e (B) representacéo
grafica da area em pixels da fenda na monocamada de células B16F10 cultivadas em meio completo
(B16F10); tratadas com 10% de Carboplatina (Carboplatina); ou com os veiculos de agua ultrapura
filtrada dinamizada nas poténcias 12 decimal (H,O 12X), 200 centesimal (H,O 200C), ou 5 cinquenta-
milesimal (H,O 5LM); ou com ultradiluicbes de Viscum album L. (Va) preparadas a partir da tintura mae
de Quercus rubor (TM Quercus) nas poténcias 12X (Va 12X), 200C (Va 200C) e 5LM (Va 5LM), nos
tempos de O, 3, 6, 9, 12, 22 e 24 horas . Colunas representam as médias de 3 experimentos
independentes realizados em quadruplicata ou triplicata experimental (n = 11). ANOVA de duas vias
com o poés-teste de multiplas comparacbes de Tukey, onde * representa tempos com diferenca

estatistica (p<0,5) em relagao ao tempo inicial de Oh.
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Tabela 1

GRUPO Oh VS. 3h Oh VS. 6h Oh VS. 9h Oh VS. 12h Oh VS. 22h Oh VS. 24h
B16F10 ns ns ns ns * *x
0,0117 0,0050
Carboplatina ns ns ns ns ns ns
H,O 12X ns ns ns * Fkokk ek
0,0175 < 0,0001 < 0,0001
H,O 200C ns ns ns *k Fokkk Fokkx
0,0054 < 0,0001 < 0,0001
H,O 5LM ns ns ns ns *x ok
0,0026 0,0010
Va 12X ns ns ns * bl ek
0,0021 < 0,0001 < 0,0001
Va 200C ns ns ns ** rkkk Fhkk
0,0026 < 0,0001 < 0,0001
Va 5LM ns ns ns ns Forkk orkk
< 0,0001 < 0,0001

Fonte: Propria.

Tabela 1 Valores de significaAncia dos ensaios de Wound healing. Valores de p obtidos nas andlises
estatisticas usando ANOVA de duas vias com o pés-teste de multiplas comparacdes de Tukey, onde *
representa significancia do tempo avaliado (3, 6, 9, 12, 22 ou 24 horas) em relagcdo ao grupo respectivo
no tempo inicial Oh (* p £ 0,05; ** p <0,01; *** p £0,001) ou, ns ndo significativa.

Com o intuito de evidenciar a migracao/crescimento das células B16F10 para
a area da fenda ap6s cada tratamento, ao longo dos tempos avaliados, a diferenca ou
delta (A) entre a area da ferida no tempo inicial (Oh) e a area no tempo respectivo 3h
(Fig. 2A), 6h (Fig. 2B), 9h (Fig. 2C), 12h (Fig. 2D), 22h (Fig. 2E) ou 24h (Fig. 2F) foi
calculada (Fig. 2). Andlise do delta das medidas das areas entre 0s grupos, em cada
condigéo e tempos avaliados demonstra que, em relagéo ao grupo controle B16F10,
apenas o grupo Carboplatina apresenta diferenca significativa nos tempos 12, 22 e 24
horas (** p = 0,0031; **** p < 0,0001; **** p < 0,0001; respectivamente). Os demais
grupos nao apresentaram diferenca significativa em relagéo ao grupo controle B16F10
em nenhum tempo avaliado. J4 analises do delta dos grupos experimentais em

relacdo ao grupo Carboplatina, nos diferentes tempos mostram que os grupos H,O

12X, H,O 200C, H,O 5LM, Va 200C e Va 5LM apresentaram diferencas significativas
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no tempo de 9h (* p =0,0265; * p = 0,0409; ** p = 0,0090; ** p = 0,0020; ** p = 0,0025:
respectivamente); No tempo 12 horas, os grupos H,O 12X, H,O 200C, H,O 5LM, Va
12X, Va 200C e Va 5LM apresentaram diferenca significativa (** p = 0,0072; *** p =
0,0005; ** p = 0,0010; *** p = 0,0005; **** p < 0,0001; *** p = 0,0001: respectivamente);
No tempo 22 horas, os grupos H,O 12X, H,O 200C, H,O 5LM, Va 12X, Va 200C e Va
5LM apresentaram diferenca significativa (**** p < 0,0001); No tempo 24 horas, 0s
grupos H,O 12X, H,O 200C, H,O 5LM, Va 12X, Va 200C e Va 5LM apresentaram
diferenca significativa (**** p < 0,0001).
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Fig. 2 Representacdo grafica da diferenca entre as medidas da &rea da fenda na monocamada no
tempo inicial (Oh) e os tempos de 3h (A), 6h (B), 9h (C), 12h (D), 22h (E) ou 24h (F). Colunas
representam os valores médios dos deltas em cada tratamento obtidos em 3 experimentos
independentes realizados em quadruplicata ou triplicata experimental (n = 11). ANOVA de uma
via com o p@s-teste de Tukey, onde * representa significancia em relacéo ao grupo B16F10 (* p < 0,05;
**p <0,01; *** p <0,00) e # representa significancia em relacdo ao grupo Carboplatina (# p < 0,05; ##
p < 0,01; ### p < 0,00).
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Avaliacdo dos niveis de Oxido Nitrico

Andlises dos niveis de Oxido nitrico (NO) foram determinadas apds cada
tratamento nos tempos de 24h e 48h (Fig. 3A).

Conforme observado na Fig. 3A, 3B, analises dos niveis de NO em 24 horas
(Fig. 3A) demonstram aumento significativo no grupo TM Quercus em relacdo aos
grupos B16F10 e Carboplatina (*** p = 0,0007; ** p = 0,0004; respectivamente,
Fig.3B). Considerando as ultradiluicbes em relacdo aos seus respectivos veiculos, as
poténcias Va 12X (** p = 0,0039) e Va 5LM (* p = 0,0267) apresentaram diminuicao
significativa nos niveis de NO quando comparados aqueles produzidos pelos seus
veiculos H20 12X e H20 5LM, respectivamente.

Analises dos niveis de NO nas diferentes condi¢cdes experimentais no tempo
de 48h (Fig. 3A, 3C) demonstraram aumento significativo no grupo TM Quercus
comparado aos grupos B16F10 e Carboplatina (* p = 0,0241; ** p = 0,0011;
respectivamente). Em relacdo as ultradiluicdes Va 12X, Va 200C e Va 5LM, analises
nao revelaram diferencas significativas entre elas e seus respectivos veiculos H,O

12X, H,O 200C, H,O 5LM (p = 0,4992; p > 0,9999; p = 0,3900; respectivamente).
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Fig.3 Colunas representas os valores médios em puM, das concentragdes de 6xido nitrico (NO) nas
células B16F10 apos cada condicdo experimental nos tempos de 24h (A e B) e 48h (A e C). Dados
obtidos em 3 experimentos independentes cada uma proveniente de pool de amostras com 11
replicatas experimentais. ANOVA de uma via com o pos-teste de Tukey, onde * representa significancia
em relacéo ao grupo H,O 12X comparado ao Va 12X (** p = 0,0039); e H,O 5LM comparado ao Va
5LM (* p = 0,0267).
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Coloracao de picrosirius

Fotomicrografias representativas da regido central do tecido tumoral,
associadas as imagens destaque das fibras de colagenas coradas em tons réseos,
apds coloragdo de picrosirius, e adquiridas com luz nao polarizada estao
apresentadas na Fig. 4A. Analise do percentual da area ocupada por fibras de
colageno nas laminas coradas com picrosirius (Fig. 4B) demonstraram diminuicéo
significativa dessas fibras no grupo Carboplatina comparado ao grupo tratado com o

veiculo alcool (* p = 0,0276).
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Fig. 4 (A) Fotomicrografias utilizando lentes objetivas de 40X representativas de biopsia de melanoma
de cinco animais em cada condicdo experimental apds coloragdo com Picrosirius, adquiridas com luz
nao polarizadas ou com o sofware Imaged para destaque das fibras de colageno. (B) Representagao
grafica em colunas, das médias do percentual da area das fibras de colageno presentes em cada
condicao experimental, obtidas no programa de analises ImagedJ. Teste estadistico ANOVA de uma via

com o pds-teste de Tukey, onde * representa significancia em relacéo ao grupo Alcool (* p = 0,0267).

DISCUSSAO

O uso de preparagcbes de Viscum album (Va), conhecido também como
mistletoe, na terapia integrativa em pacientes oncoldgicos € bem conhecido tanto na
medicina veterinaria como na humana (Thronicke et al.,2022; Biegel et al., 2022; Shin
et al., 2023; Schad et al., 2023). Em geral, os medicamentos de Va disponibilizados
comercialmente e as pesquisas em andamento focam no uso principalmente de
extratos aquosos, sendo ainda incipientes os estudos com extratos de origem
etandlica, e mais ainda preparados com doses ultradiluidas.

Com o intuito de determinar a composicdo quimica e os efeitos de extratos
etandlicos de Va preparados com plantas coletadas de espécies de arvores diferentes,
nas estacdes de verao e inverno sui¢co, Holandino e colaboradores demonstraram em
diferentes linhagens celulares o potencial efeito antitumoral destes extratos
(Holandino et al., 2020; Melo et al., 2022; Rocha et al.,2022; Jager et al., 2022; Melo,
et al.,, 2023; de Almeida et al., 2023). Entretanto, os efeitos de preparagdes
ultradiluidas destes extratos ndo foram avaliados.

Uma vez que estudos de Viscum album ultradiluido na oncologia veterinaria
séo escassos, trabalhos recentes do grupo de Onco-Homeopatia da UNIP, realizados
com células de melanoma murino B16F10 em modelos in vitro e in vivo, evidenciaram
efeitos contrastantes em relacdo ao metabolismo celular, producdo de mediadores
inflamatorios e nas manifestagcbes clinicas de camundongos tratados com
preparacoes ultradiluidas de Va em escalas de diluicdo diferentes (do Prado, 2021;
Silva, 2023). Assim, resultados obtidos no modelo in vivo, mostraram que animais
tratados com as ultradiluicdes de tintura mae de Va preparada a partir de extratos
etandlicos de Va provenientes da &rvore hospedeira Quercus rubor no verdo suico,

nas potencias Va 12X e Va 5LM, apresentaram menos manifestacfes clinicas de
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sofrimento/dor, com melhora evidente da disposicdo e do estado geral dos animais
(Silva, 2023). Esses resultados levaram a hipotese de que tais ultradiluicdes poderiam
estar modulando a capacidade metastatica dessas células tumorais e influenciando
processos biolégicos associados a progressao da doenca.

As metastases sdo uma das consequéncias mais graves da progressao
tumoral, estando diretamente relacionadas ao agravamento do quadro clinico de
pacientes com cancer (Nwafor et al. 2023). Por isto, a descoberta de medicamentos
gue possam interferir ou diminuir a capacidade de formacdo de metastases no cancer
é de alta relevancia para estabelecer protocolos mais eficientes para o tratamento da
doenca.

Dessa forma, a avaliacdo do efeito das ultradiluicbes de Va em relacédo a
migracdo celular poderia prover dados relevantes que fornecam ferramentas para a
compreensao dos mecanismos de acdo das preparacdes homeopéticas de Va na
progressdo tumoral. Para melhor verificar os efeitos desses medicamentos
diretamente na capacidade de migracdo das células de melanoma murino, foi usado
o ensaio de Wound Healing (WH), que permite avaliar a migracao celular nas primeiras
horas (aproximadamente 12h) apds diferentes condicfes experimentais.

Andlises da é&rea da fenda realizada durante o ensaio de WH entre os
tratamentos, indicaram reducdo progressiva dessa area ao longo do tempo, nos
grupos tratados com ultradiluicdes de Va, independentemente da escala de diluicdo.
Esta reducdo nas medidas da area do WH, sugere fortemente que as ultradiluicdes
de Va nao afetam a capacidade nata de migracao das células B16F10, caracteristica
associada com o alto potencial dessas células para invadir e colonizar outros 6rgaos
para formar metastases (Justus et al., 2014). Infelizmente, ndo foi possivel concluir os
efeitos na capacidade de migracéo de células B16F10 apoés o tratamento com tintura
mae de Va. Como mostrado previamente em experimentos do grupo (Prado, 2021) e
confirmados mais uma vez no presente trabalho, a atividade citotoxica deste
tratamento acontece logo na primeira hora de exposi¢cdo, portanto ndo é possivel
avaliar esta caracteristica neste grupo com o ensaio de WH.

Dados da literatura tém demonstrado as propriedades imunomoduladoras,
citotoxicas, de inibicdo da migracdo e invasdo celular de extratos de Va. Estas
propriedades podem estar associadas a presenca de viscotoxinas e lectinas, como
elementos cruciais para os efeitos antineoplasicos dos extratos de Va, que contribuem
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em grande parte, na reducdo da progressao tumoral, incluindo a metastase
(Beermann et al., 2024).

Em contraste, e como esperado, células de melanoma tratadas com
carboplatina, apresentaram reducéo significante da capacidade de migracdo dessas
células tumorais, j& nas primeiras horas pés-tratamento.

A carboplatina é amplamente utilizada no tratamento de diversos tipos de
cancer e foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) na década de 1980.
Este agente quimioterapico atua promovendo lesbes no DNA das células tumorais o
que inibe a replicacédo e a transcri¢ao, resultando na morte celular. No entanto, seu
uso é limitado pelo desenvolvimento de resisténcia em alguns pacientes durante o
tratamento. Embora os mecanismos bioquimicos exatos dessa resisténcia ainda nao
sejam completamente compreendidos, seu estudo pode fornecer informacgbes
valiosas para a criacdo de novas estratégias terapéuticas e o desenvolvimento de
farmacos mais eficazes (Sousa et al., 2014).

Uma vez que a migracdo celular € crucial para formacdo de metastases e,
varios intermediarios celulares podem favorecer a transi¢ao da célula tumoral para um
fenotipo mais agressivo, o estudo de moléculas capazes de intermediar e regular este
mecanismo torna-se de grande valia. Neste contexto, o 6xido nitrico (NO) um radical
livre simples, multifuncional, capaz de regular inGmeros processos biolégico tem um
caréater duplo no cancer, com efeitos dependentes de sua concentragdo (Cinelli et al.,
2020). Estudos mostram que niveis baixos de NO, induzem proliferacao tumoral e a
angiogénese, favorecendo a progressao e metastase; ja em concentracdes elevadas,
induz apoptose em células cancerosas (Sun et al., 2023; Fang et al., 2021; Huang et
al., 2023).

No presente trabalho, a avaliagdo dos niveis de NO mostrou maiores
concentracdes no tempo de 48h em todos os tratamentos quando comparadas as
concentragdes no tempo de 24h. Analises da producgéo de NO entre os tratamentos
considerando s6 o tempo de 24h mostram aumento significativo desses niveis nos
grupos tratados com TM Quercus em relacdo ao grupo nao tratado (B16F10) e ao
grupo tratado com Carboplatina (*** p = 0,0007; *** p = 0,0004; respectivamente).
Interessantemente, diminuigdo dos niveis de NO foram observados, nos grupos Va
12X e Va 5LM, quando comparados com 0s seus respectivos veiculos (H20 12X e
H20 5LM, respectivamente). Este resultado corrobora resultados prévios do grupo
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(Prado, 2021) também in vitro que mostraram reducao na producéo intracelular de NO
apos tratamento com ultradiluicdes de Va nas mesmas poténcias 12X e 5LM. Uma
vez que o NO é um intermediario inflamatério e pode estar associado com a
exacerbacdo da fadiga associada ao cancer e/ou as manifestacdes clinicas de dor
(Costa et al., 2003), a diminuicdo na sua producéo pode explicar em parte, a melhora
expressiva da qualidade de vida observada nos animais tratados com as ultradiluigbes
Val2X e Va5LM avaliadas previamente em estudos in vivo do grupo.

Em relacdo as andlises dos niveis de NO no tempo de 48h, ndo foram
observadas diferencas significativas entre o0s grupos avaliados. Entretanto,
comportamento similar a aquele apresentado no tempo de 24h, mostra tendéncia de
aumento nos niveis de NO apds tratamento com TM e, tendéncia a diminuir apos
tratamento com as ultradiluicbes 12X e 5LM, em relacdo aos seus respectivos
controles. Estes dados obtidos no tempo de 48h reforcam a necessidade de
avaliac6es com outros tempos de tratamento (cinética) para melhor compreensao dos
efeitos desses tratamentos em relacdo a producdo de NO no modelo de melanoma.

Outro dado interessante obtido nestas analises, mostram que o tratamento
com Va 200C apresentou 0s niveis mais baixos de NO em relacédo a todos os outros
tratamentos, resultado que esta em concordancia com os achados de Prado (2021)
para a mesma diluicdo onde avaliou espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs
sdo moléculas ou ions instaveis devido a presenca de elétrons desemparelhados, o
gue as torna altamente reativas. Elas podem ser classificadas em dois grupos
principais: radicais livres, como o NO, e compostos estaveis (Gouveia et al, 2017).

Em paralelo, com o intuito de melhor caracterizar a arquitetura tumoral que
possa dar indicios de agressividade a composic¢ao de fibras de colageno foi avaliada.
Conforme descrito por Jungueira et al. (1979), a coloracdo por Picrosirius, associada
a andlise de imagens morfométricas, permite caracterizar qualitativamente e
quantitativamente as alteragdes na rede de colageno em condi¢des patoldgicas. No
presente estudo, a analise de fibras de colageno pela coloragéo de Picrosirius revelou
valores menores no percentual da area de colageno no grupo tratado com
carboplatina, em comparacdo aos outros grupos experimentais. Porem quando
comparado ao grupo alcool, utilizado como controle do veiculo no preparo da TM, essa
diferenca chega a ser significativamente menor. Este resultado estd de acordo com

os estudos que demonstraram que o alcool altera a homeostase da matriz extracelular
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ao estimular a deposi¢do de coladgeno e reduzir sua degradacgéo, causando rigidez
tecidual, pois o alcool pode alterar diretamente a atividade das metaloproteinases
(MMPs) (Seitz e Stickel 2007; Egeblad et al., 2010).

Em conjunto, os dados aqui apresentados sdo de grande relevancia ao fornecer
dados inéditos dos efeitos de ultradiluicbes de Va na migracdo de células de
melanoma murino e, na diminuicdo dos niveis de NO, que podem estar associados
com a melhora da qualidade de vida de animais com melanoma. Diante do exposto, 0
presente trabalho propde a utilizacdo das poténcias de Va 12X e 5LM, preparadas a
partir de TM de extratos hidroalcéolicos, obtidos de amostras de Va coletados da
espécie hospedeira Querqus rubor na estacdo de verdo, como medicamentos
promissores na terapia integrativa para o tratamento do melanoma e, evidenciam
ainda, a necessidade de mais pesquisas para consolidar esses achados e estabelecer

novos protocolos terapéuticos.

CONSIDERACOES FINAIS

Resultados aqui obtidos indicam que as ultradiluicées de Viscum album L. (Va)
nao interferem na capacidade de migragao das células de melanoma murino B16F10,
atendendo ao objetivo geral proposto. A analise da migragéo celular demonstrou que
os grupos tratados com ultradiluigdes de Va apresentaram dindmicas de fechamento
de feridas significativamente diferentes ao longo do tempo, sugerindo que os
tratamentos podem modular o comportamento migratério das células tumorais. A
excecao foi observada no grupo tratado com Carboplatina, que apresentou diferengas
mais expressivas em comparacdo aos demais tratamentos, o que reforca sua
influéncia como agente quimioterapico.

Em relagao aos niveis de NO, os resultados mostraram aumento na producéao
de 6xido nitrico (NO) nas células tratadas com ultradiluigdes de Va, especialmente no
tempo de 48 horas. Diminuicao na producao de NO foi observada nas células de
melanoma apods 24h de tratamento com as poténcias de Va 12X e 5LM, corroborando
resultados prévios do grupo realizados em modelo in vitro. Estes achados sugerem o
potencial terapéutico promissor de medicamentos ultradiluidos de Viscum album nas
poténcias 12X e 5LM como terapia integrativa no tratamento do melanoma.

Em relagdo a arquitetura tecidual, a avaliagao de biopsias de tumores coletadas
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de estudo anterior in vivo do grupo, ndo demonstraram diferengas expressivas no
percentual de colageno nos tratamentos com TM ou ultradiluigbes de VA,
diferentemente do quimioterapico Carboplatina que apresentou niveis menores
significativos no tempo 48h. Os resultados apontam a necessidade de novos estudos
para verificar possiveis modificacbes estruturais associadas ao tratamento com
ultradiluicdes de Va, que poderdo contribuir para uma melhor compreensao de seu
impacto no microambiente tumoral.

Contudo, resultados aqui obtidos sao de alta relevancia para o estabelecimento
de novos protocolos no tratamento do cancer, utilizando preparacbes de Va
ultradiluido como medicamentos promissores para uso integrativo em pacientes

ontologicos.

Pontos de destaque do trabalho (Highlight)

e Em testes de Wound Healing (WH), as ultradiluicbes de Va nao afetaram
diretamente a migracao celular de melanoma, mas sugerem efeitos sobre a
agressividade das células tumorais e sua capacidade metastatica.

¢ Foi observada uma reducao significativa dos niveis de NO apds o tratamento
com as potencias VA 12X e 5LM.

¢ Aanalise de picrosirius ndo demonstrou diferencas significativas em relagcao ao
percentual de colageno nos grupos tratados com as ultradiluicdes 12X, 200C e
5LM testadas.

Auxilios
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES —
PROSUP).

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.
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peoduction, maintenance andlor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes oc teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008,
Decree 6899 of July 15, 2009, a5 well a2 with the rules Esued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), ard was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Paulists University
(CEUAUNIP) in the meeting of 10:/07/2020.

Finalidade da Propests: Pesquica (Acadbmica)
Vigencia da Proposta: de 10/2020 8 06/2022  Area: Patologia Ambiental E Experimental

Origem:  Biotério de Experimentacso
Espéciec  Camundonges isogénices sexo: Fémeas idade: 8 2 10 semanas  Quantidade: 70
Linkagem: CSTBL/E specific pathogen-frée (SPF Pesor 1738239

SB0 Paulo, 04 de fevereiro de 2025

b s e

Profa. Dra. Maria Martha Bemardi Prof. Dr. José Guitherme Xavier
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animaie  Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animals
Universidade Paulista Universidade Paulists
Raa Deutee Bacelar, 1212 - Vil Charmatias - S0 Paskys? - CEP D4028-007 - bal: 85 (11) 45084020

HorbAo 2w alaredirmenic: 2¢ & &0 Ses 8 kv 200 @ e-mal: counanip e
CEUA N 877120820
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" Laboratorio Multidisciplinar de Biclogia Molecular e Celular
Rua Dr. Bacelar, 802
Centro de Pesquisa

TERMO DE DOAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Eu, Elizabeth Cristina Perez Hurtado, inscrita no CPF sob o n® 227.513.128-02, venho por
meio deste AUTORIZAR a doacdo de biopsias de tumores, mantidas em blocos de
parafina (total de 21 blocos), coletadas durante o desenvolvimento do projeto de
doutorado infitulado: “Estudo dos efeitos in vivo de preparagdes homeopaticas de Viscum
album (L.) no modelo de melanoma murino”, aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de
Animais da Universidade Paulista (CEUA — UNIP) em reunido realizada no dia
07/10/2020, com o protocolo n® 6777120620 (anexo), e finalizado em 2023.

Sao Paulo, 01 de fevereiro de 2024.

gabeth C. Pere

Elizabeth-Cristina Perez Hurtado
Professora Titular
Programa de Pos-Graduagdo em Patologia Ambiental e Experimental
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