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RESUMO

O extrato de Viscum album (Va) conhecido também como mistletoe € usado
como abordagem integrativa no tratamento de pacientes oncoldgicos, bem como
0 uso de suas ultradiluigdes homeopaticas. Estudos prévios do grupo com
ultradiluicdes de Va no modelo de melanoma murino demonstraram que, in vitro,
induz modulagdo do metabolismo celular, do estresse oxidativo e do perfil de
citocinas inflamatdrias, e in vivo, leva a melhora do estado geral e qualidade de
vida de camundongos com melanoma. Considerando que parametros de bem-
estar e qualidade de vida podem ser influenciados por mediadores inflamatdrios,
liberados pela ativagao do complexo inflamossoma NLRP3, cuja expressao pode
estar regulada epigeneticamente pela expressao de microRNAs (miRNAs), o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes preparagdes
de Viscum album (tinturas-mées e ultradiluicbes nas escalas 12X, 200CH e
5LM), obtidas de diferentes arvores hospedeiras (Quercus robur e Abies alba),
sobre a ativacdo do inflamossoma NLRP3, a producéao de citocinas inflamatodrias
e a expressao de miRNAs reguladores em células de melanoma murino B16F10.
Os dados demonstraram que VaAa 12X induziu aumento significativo de IL-13 e
TNF-a apos 24 horas, sugerindo ativagdo de vias proé-inflamatérias e possivel
envolvimento do inflamossoma. As tinturas-maes, sobretudo VaAa, promoveram
aumento de diversas citocinas inflamatérias (IL-6, IL-12p40/p70, IL-18 e TNF-a)
ap6s 1 hora de tratamento, evidenciando sua conhecida citotoxicidade e acao
imediata sobre o sistema imune celular. Em relagdo a expressdo de NLRP3,
observou-se redugcdo com VaQr 5LM e controles apés 1 hora, e aumento com
VaAa 5LM apéds 24 horas. A analise dos miRNAs revelou modulacao positiva do
miR-223 por VaQr 200CH e VaAa 200CH, além de alteracdes na expressao dos
genes relacionados a biogénese desses miRNAs (Drosha, Xpo5 e Dicer),
especialmente apds tratamento com tinturas-mae. Com isso, sugere-se que Va,
mesmo em preparagdes ultradiluidas, é capaz de interagir com vias inflamatérias
e epigenéticas, a depender da dose e do tempo de tratamento, afetando o
microambiente tumoral. Estes resultados sdo inéditos e auxiliam no
estabelecimento de uma correlacdo dos achados anteriores do grupo, tanto in

vitro quanto in vivo, fornecendo informagdes significativas para compreensao



dos mecanismos de acao das ultradiluicbes de Va no modelo de melanoma

murino.

Palavras-chave: cancer de pele, citocinas inflamatdrias, imunorregulacao,
microRNAs, oncologia integrativa.



ABSTRACT

Viscum album (Va) extract, also known as mistletoe, is used as an integrative
approach in cancer patient care, including its homeopathic ultradiluted forms.
Previous studies from our group using Va ultradilutions in a murine melanoma
model demonstrated that these preparations modulate cellular metabolism,
oxidative stress, and the inflammatory cytokine profile in vitro. In vivo, they
improve the general condition and quality of life of melanoma-bearing mice.
Considering that well-being and quality-of-life parameters may be influenced by
inflammatory mediators—released through activation of the NLRP3
inflammasome complex, whose expression can be epigenetically regulated by
microRNAs (miRNAs). The present study aimed to evaluate the effects of
different Viscum album preparations (mother tinctures and ultradilutions in the
12X, 200CH, and 5LM potencies), derived from different host trees (Quercus
robur and Abies alba), on NLRP3 inflammasome activation, inflammatory
cytokine production, and regulatory miRNA expression in B16F10 murine
melanoma cells. Our data demonstrated that VaAa 12X significantly increased
IL-18 and TNF-a levels after 24 hours, suggesting activation of pro-inflammatory
pathways and possible inflammasome involvement. The mother tinctures,
particularly VaAa, promoted a marked increase in several inflammatory cytokines
(IL-6, IL-12p40/p70, IL-18, and TNF-a) after only 1 hour of treatment, highlighting
their known cytotoxicity and immediate effects on the cellular immune system.
Regarding NLRP3 expression, a reduction was observed with VaQr 5LM and
control treatments after 1 hour, whereas an increase was noted with VaAa 5LM
after 24 hours. miRNA analysis revealed upregulation of miR-223 by VaQr 200CH
and VaAa 200CH, in addition to altered expression of genes involved in these
miRNA biogenesis (Drosha, Xpo5, and Dicer), particularly following mother
tincture treatments. These findings suggest that Va, even in ultradiluted forms,
can interact with inflammatory and epigenetic pathways depending on dose and
treatment duration, thereby influencing the tumor microenvironment. These novel
results help establish a correlation with previous in vitro and in vivo findings from
our group, providing valuable insights into the mechanisms of action of Va

ultradilutions in the murine melanoma model.
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1. REVISAO DE LITERATURA

11 Melanoma

O melanoma é uma neoplasia maligna dos melandcitos, células
produtoras de melanina presentes em diversas regides do organismo. Trata-se
de um cancer agressivo, cuja incidéncia mundial tem aumentado rapidamente,
sendo responsavel pela maioria das mortes por cancer de pele, apesar de
representar menos de 5% dos casos registrados (VAN DER WEYDEN et al.,
2020; AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020; STRUB; BALLOTTI; BERTOLOTTO,
2020; DENG et al., 2022; LEAO et al., 2024; HUO et al., 2025; PEREIRA et al.,
2025).

Nos Estados Unidos, o melanoma ocupa o quinto lugar entre os canceres
mais diagnosticados em homens e o sexto entre as mulheres (AHMED; QADIR,;
GHAFOOR, 2020; PEREIRA et al., 2025), com uma taxa de crescimento superior
a de outros tumores, ficando abaixo apenas do cancer de pulmé&o (VAN DER
WEYDEN et al., 2020). No Brasil, em 2019, estimou-se que as mortes por
neoplasias cutaneas ultrapassaram 230 mil pessoas, sendo cerca de 120 mil
homens e 110 mil mulheres (LEAO et al., 2024). Dentre essas, 1.978 mortes
foram especificamente por melanoma, sendo 1.159 homens e 819 mulheres,
reforgando o impacto desse subtipo agressivo de cancer de pele no pais (INCA,
2019).

Embora o diagndstico precoce permita um bom prognaostico e sobrevida,
sua alta taxa de metastase dificulta o tratamento e piora o progndstico (DAVIS;
SHALIN; TACKETT, 2019; VAN DER WEYDEN et al., 2020; STRUB; BALLOTTI;
BERTOLOTTO, 2020; LEAO et al., 2024; PEREIRA et al., 2025).

Além de sua relevancia para a saude humana, o melanoma também afeta
os animais. Nos caes, a forma oral predomina em cerca de 62% dos casos,
sendo o quarto tipo de cancer mais frequente e a neoplasia bucal mais comum,
sobretudo em cées idosos e de pigmentagdo acentuada (GILLARD et al., 2014;
VAN DER WEYDEN et al., 2020; LIMA et al., 2022; CARRILHO, 2024). Nos
gatos, embora seja raro, 0 melanoma ocular ocorre com maior frequéncia do que
o cutaneo, apresentando uma taxa de metastase de 63% (VAN DER WEYDEN

et al., 2020). Estes dados evidenciam a importéncia do melanoma na oncologia
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humana e veterinaria, reforcando a necessidade de avancos em estratégias

preventivas e terapéuticas.

1.2 Cancer e Modulagao Imune

Em condigdes patoldgicas, como neoplasias, doengas
neurodegenerativas e inflamatoérias crénicas, tanto animais quanto humanos
apresentam alteragdes de comportamento, um fendmeno conhecido como
sindrome do comportamento doentio (OMDAL, 2020; SCHMITT, 2025). Essa
condicao, estudada de maneira multi e interdisciplinar, afeta a qualidade de vida
de pacientes humanos e aniamis, manifestando-se por sintomas como fadiga
cronica, reducédo do apetite e retraimento social (OMDAL, 2020; KONSMAN,
2021; SCHMITT, 2025).

Esse quadro € compreendido como algo complexo, decorrente da
ativacdo de mediadores imunoldgicos que promovem a neuroinflamagao,
interferindo no metabolismo e na regulacdo celular (OMDAL, 2020; SCHMITT,
2025). Estudos indicam que o estresse psicossocial influencia na producéo de
citocinas inflamatoérias por macroéfagos, incluindo IL-6, IL-1B, IL-10 e TNF-a
(SCHMITT, 2025), que desempenham papéis criticos no desenvolvimento
tumoral.

Dentre as interleucinas moduladoras do cancer, a IL-6 se destaca por sua
acao pro-inflamatoria e angiogénica, contribuindo para a progressao tumoral e
resisténcia imune (SHEN et al, 2022; BAILLIF et al., 2025; GHALWASH et al.,
2025). Em contrapartida, as IL-12p40 e IL-12p70 exercem fungdes antitumorais,
estimulando Linfécitos T e células NK, de forma que seu potencial como
adjuvante terapéutico vem sendo investigado (DELLALIBERA-JOVILIANO et al.,
2024; SAINI et al., 2025).

A IL-23, composta por IL-12p40 e IL-23p19, apresenta um papel ambiguo
no cancer, podendo atuar tanto na progressao tumoral quanto na regulagao
imunologica (CHEN et al., 2025; VALENTI et al., 2025; MADDEN et al., 2025).
De forma semelhante, o TNF-qa, produzido por macréfagos, colabora na defesa
contra infeccbes, mas também favorece angiogénese e um ambiente
inflamatério propicio a proliferacdo tumoral (SOMOVA et al, 2024; CWIKLINSKA-
DWORAKOWSKA et al, 2025; CHIVITE-LACABA et al, 2025).
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Outra citocina pro-tumoral é a quimiocina CXCL1, conhecida como “fator
de atividade estimuladora do crescimento do melanoma” (MGSA), que tem
importante funcdo de recrutamento de neutrofilos que acaba por promover
angiogénese e colaborar com a migragao e progressao tumoral, além disso seus
altos niveis estao relacionados com pior progndstico e sobrevida (LA'AH et al,
2024; DANG et al, 2024; LIU et al, 2025).

Com destaque para as funcbes da IL-13, que, além de induzir
carcinogénese, esta fortemente relacionada a neuroinflamacao e alteragbes de
comportamento, influenciando sintomas como fadiga, anorexia e apatia
(OMDAL, 2020; VENTURA et al., 2020; KONSMAN, 2021; VALENCIA et al.,
2021; KINRA et al., 2023; KODI et al., 2024; SAFI et al., 2024).

A IL-18, por sua vez, apresenta dupla fungdo nos processos neoplasicos,
favorecendo angiogénese e progressao tumoral, mas também ativando
Linfécitos T e macrdfagos, induzindo respostas antitumorais (CWIKLINSKA-
DWORAKOWSKA et al, 2025; AGRAWAL et al., 2025).

Esses fatores evidenciam o papel crucial do sistema imunoldgico na
regulacdo tumoral, reforcando a necessidade de investigacbes sobre a
modulagao inflamatéria no cancer e seu impacto sobre a qualidade de vida dos

pacientes.

1.3 Complexo Inflamossoma NLRP3.

O inflamossoma NLRP3 é um complexo intracelular importante na
resposta inflamatéria do organismo, desempenhando um papel fundamental na
ativacao da caspase-1, que leva a producao das citocinas pro-inflamatérias IL-
1B e IL-18 (HAMARSHEH; ZEISER, 2020; VALENCIA et al., 2021; KINRA et al.,
2023; SAFI et al., 2024; AGRAWAL et al., 2025). Sua ativagao ocorre por meio
de uma cascata de eventos envolvendo as proteinas ASC, caspase-1 e NLRP3,
sendo essencial para o funcionamento da imunidade inata (HAMARSHEH;
ZEISER, 2020; VALENCIA et al., 2021; KINRA et al., 2023).

A cascata de ativacao do inflamossoma NLRP3 pode ser dividida em duas
etapas principais (llustr.1):

1. Priming (Preparacdo) — O reconhecimento de padrées moleculares

associados a patégenos (PAMPs) ou padrdes moleculares associados ao dano
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celular (DAMPs) ativa receptores TLRs (Toll-like receptors), levando a ativacao
do fator de transcricdo NF-kB, que aumenta a expressao dos genes NLRP3, e
IL-18 e IL-18, nas formas de pro-IL-1B e pro-IL-18 (DAVANZO, 2017; SAFI et al.,
2024; AGRAWAL et al., 2025).

2. Activation (Ativacao) — Estimulos como ATP extracelular, cristais de
acido urico, radicais livres (ROS) e danos lisossébmicos desencadeiam a
montagem do inflamossoma NLRP3, levando ao recrutamento da proteina ASC,
que ativa a caspase-1 (DAVANZO, 2017; KINRA et al., 2023; SAFI et al., 2024).
Esta enzima, por sua vez, cliva as formas precursoras pro-IL-13 e pro-IL-18,
tornando-as ativas e permitindo sua liberagdo no meio extracelular, onde
promovem inflamacgao e resposta imunologica (DAVANZO, 2017; VALENCIA et
al., 2021; SAFI et al., 2024).

llustragao 1: Cascata de ativacdo do Complexo Inflamossoma NLRP3, levando

a producgao de citocinas inflamatoérias.

Priming Activation

|
)
l Hipoxia
TLR‘{\\%Q : Inflamossomo [
% | _NLRP3 ,
= = 4/}, Receptor
! | ¥F Y\, pax
NLRP3 | {§ HNLRP3 é
a v e
—— : | Pro-Caspase-1
| i
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Pro-1L-18 : < . S SR
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Fonte: Proprio autor, adaptado de ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015.
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Além da liberacao de citocinas, a ativagcao do inflamossoma NLRP3 pode
induzir a piroptose, um tipo de morte celular programada que amplifica a resposta
inflamatoéria (HAMARSHEH; ZEISER, 2020; AGRAWAL et al., 2025). Esse
mecanismo é essencial na defesa contra infecgdes, mas sua desregulagao pode
estar associada a doengas inflamatdrias crénicas e ao cancer (HAMARSHEH;
ZEISER, 2020).

O papel do NLRP3 no cancer € complexo e ambiguo. Em alguns casos,
sua ativagao promove um ambiente inflamatério favoravel a proliferagcéo celular,
metastase e imunossupressao, contribuindo para a progressidao tumoral
(HAMARSHEH; ZEISER, 2020). Em tumores como melanoma e cancer de
mama, sua atividade esta associada a um aumento da agressividade tumoral
(HAMARSHEH; ZEISER, 2020; SAFI et al., 2024; CHEN et al., 2025).

Por outro lado, ha evidéncias de que o NLRP3 pode ter um efeito protetor,
auxiliando o sistema imunoldgico na eliminagdo de células cancerigenas. Em
tipos de cancer como o colorretal, sua ativagdo pode estimular respostas
imunologicas antitumorais, limitando o crescimento do tumor (HAMARSHEH,;
ZEISER, 2020; AGRAWAL et al., 2025; VALENTI et al., 2025).

Diante desse efeito duplo, a regulacao do inflamossoma NLRP3 se mostra
uma estratégia promissora para terapias contra o cancer, seja por meio da
inibicdo de sua ativagdo em tumores agressivos, reduzindo a inflamacao
associada ao cancer, ou pelo estimulo de sua fungdo imunologica em
determinados tipos tumorais (MADDEN et al., 2025). Estudos vém explorando
moduladores terapéuticos, como inibidores seletivos do inflamossoma, para
ajustar a resposta inflamatéria e melhorar as estratégias de combate ao cancer
(HAMARSHEH; ZEISER, 2020).

1.4 Regulagao Epigenética e sua Influéncia na Oncogénese.

O estudo dos mecanismos epigenéticos tem sido essencial para a
compreensao do cancer, proporcionando novas perspectivas para o diagnostico
e tratamento de diversas doencas (MANAVOLA et al., 2020; STRUB; BALLOTTI;
BERTOLOTTO, 2020). Recentemente, pesquisas demonstraram o papel crucial
da epigenética na regulacdo dos genes envolvidos no processo inflamatdrio,

mostrando como modificagdes na expressdao génica podem influenciar
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diretamente a progressao tumoral (MATT, 2018; OMDAL, 2020; CHENG et al.,
2020; EICHWALD, 2023).

No melanoma, diferentes mecanismos epigenéticos sdo observados,
incluindo metilagao aberrante do DNA, modificagcdes de histonas, alteragcoes em
reguladores de cromatina e rearranjo de microRNAs (miRNAs) (MANAVOLA et
al., 2020). Essas alteragbes desempenham um papel central na progressao
tumoral, facilitando o escape do sistema imune, o surgimento de metastases e a
resisténcia as terapias convencionais (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019;
MANAVOLA et al., 2020; CEREGHETTI et al., 2024).

Os miRNAs tém emergido como moduladores epigenéticos essenciais,
participando de um processo multifasico de sintese e maturagdo. Sua formacéao
ocorre por meio de duas rotas: canbnica e ndo candnica, sendo a primeira a via
predominante (RICARTE FILHO; KIMURA, 2006; JORGE et al., 2021).

Na rota candnica (llustr. 2), os microRNAs primarios (pri-miRNA) sao
transcritos a partir de sequéncias extensas de DNA (500-3000 nucleotideos) pela
RNA polimerase. No nucleo, a enzima Drosha, uma ribonuclease, cliva a
estrutura em formato de haste-alga, originando o miRNA precursor (pre-miRNA)
(~70 nt). Posteriormente, o pre-miRNA é transportado para o citoplasma através
da proteina Exportina-5, onde sofre processamento pela enzima Dicer, gerando
um miRNA maduro de fita unica (~22 nt) (JORGE et al., 2021).

O miRNA maduro se associa a proteinas do grupo Argonauta (AGO),
formando o complexo de silenciamento RISC (RNA-induced silencing complex).
Essa estrutura interage com moléculas de RNA mensageiro (mRNA),
predominantemente na regidao 3’ UTR, impedindo sua tradug&o e promovendo
sua degradacédo (RICARTE FILHO; KIMURA, 2006).

Por influenciarem processos bioldgicos como proliferacdo celular,
diferenciagcao, migracao, metabolismo e apoptose, os miRNAs estao diretamente
envolvidos na oncogénese e sado considerados ferramentas promissoras para
diagnéstico e abordagens terapéuticas (JORGE et al., 2021). Seu potencial na
modulagao da expressao génica tem sido amplamente estudado como estratégia
para intervengbes farmacoldgicas inovadoras no tratamento do cancer
(RICARTE FILHO; KIMURA, 2006; SONG et al., 2019).
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llustragao 2: Biogénese Candnica dos microRNAs.
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Fonte: Préprio autor, adaptado de SONG et al. 2019.

1.5 Func¢ao e Mecanismos dos miRNAs: miR-22 e miR-223.

Os miRNAs sao moléculas de RNA nao codificante que regulam a
expressao génica pos-transcricionalmente, atuando na repressao da tradugéo
de RNA mensageiro (mRNA). Eles exercem fun¢des essenciais em proliferagéo
celular, diferenciacao, apoptose e resposta inflamatdria, sendo pecgas-chave na
homeostase celular e no desenvolvimento tumoral (HOUSHMANDFAR et al.,
2021).

Entre os principais miRNAs associados ao cancer, o miR-22 se destaca
por sua agao antitumoral, regulando genes envolvidos na progressao tumoral e
na resposta inflamatéria (BAUERNFEIND et al., 2012). Sua expresséao inibe
genes pré-oncogenes, reduz a proliferagao celular e bloqueia a metastase em
diversos tipos de tumor (HOUSHMANDFAR et al., 2021). Além disso, participa

da modulagao epigenética, influenciando na metilagdo do DNA e em alterag¢des
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de histonas, impactando diretamente na regulagéo génica associada ao cancer
(BAUERNFEIND et al., 2012).

O miR-223, por sua vez, esta fortemente ligado a imunidade inata, sendo
expresso principalmente em células mieloides (HOUSHMANDFAR et al., 2021).
Esse miRNA tem uma relagao direta com a regulacao do inflamossoma NLRP3,
suprimindo sua expressao por meio de um sitio de ligagdo conservado na regiao
3’ UTR do gene NLRP3, o que reduz sua atividade inflamatéria (BAUERNFEIND
et al., 2012).

A ativagao do inflamossoma NLRP3 no cancer pode ser ambigua, tendo
efeitos promotores, pois em alguns casos, sua ativagdo induz um ambiente
inflamatdério favoravel a proliferagao celular e metastase (BAUERNFEIND et al.,
2012) ou inibitérios, uma vez que em outros tipos de cancer, pode estimular
respostas imunoldgicas antitumorais, ajudando o organismo a eliminar células
neoplasicas (HOUSHMANDFAR et al., 2021).

O miR-223 desempenha um papel central na regulagcéo do inflamossoma
NLRP3, reduzindo sua atividade e, consequentemente, controlando a producao
de citocinas inflamatdrias. Isso sugere que a modulagdo positiva do miR-223
pode representar uma estratégia terapéutica promissora para limitar a
inflamagao associada ao cancer e aprimorar a resposta imunoldgica contra
tumores (BAUERNFEIND et al., 2012).

Dessa forma, os mMiRNAs miR-22 e miR-223 exercem papéis
fundamentais na regulacdo epigenética, progressao tumoral e resposta
inflamatdria (llustr.3), atuando como moduladores do microambiente tumoral e

potenciais alvos terapéuticos na oncologia.
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llustragao 3: Atuacdo dos miRNAs: miR-22 e miR-223 no cancer € no

complexo inflamossoma NLRP3.
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1.6  Viscum album e Modulag¢ao Epigenética no Cancer

Nos Uultimos anos, a imunoterapia revolucionou o tratamento do
melanoma, permitindo um aumento da sobrevida de pacientes de apenas 6-9
meses para cerca de 5 anos (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; VAN DER
WEYDEN et al., 2020; AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020; STRUB; BALLOTTI,
BERTOLOTTO, 2020; HUO et al., 2025; PEREIRA et al., 2025). Entretanto,
apesar de sua alta eficacia, os custos elevados restringem o acesso a esses
tratamentos, além de ndo serem uma realidade na pratica clinica veterinaria.

Diante dessas limitagdes, cresce o interesse por medicina complementar

e integrativa, que busca melhorar a qualidade de vida dos pacientes e reduzir os
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efeitos adversos das terapias convencionais (KANHERKAR et al., 2017;
SHARMA; SHARMA, 2019; BAGOT et al., 2021). Esse modelo terapéutico vem
sendo incorporado ao atendimento médico e veterinario, com crescente adeséo
de pacientes e tutores de animais domésticos que buscam alternativas para
complementar os resultados da oncologia tradicional (KELLER;
VANWESENBEECK; DECLOEDT, 2022).

Um dos compostos de maior relevancia na oncologia integrativa é o
Viscum album (Va), que vem sendo utilizado ha mais de 100 anos como terapia
adjuvante no tratamento de tumores, devido as suas propriedades antitumorais
e imunomoduladoras (BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE, 2017; FELENDA;
TUREK; STINTZING, 2019; SCHAD et al., 2024).

Trata-se de uma planta semiparasita de arvores deciduas e perenes da
Europa e da Asia, que se forma como um arbusto nas copas dessas arvores e,
apos sua floragao, produz frutos que sdo como bagas brancas de conteudo
altamente toxico, quando ingeridas de forma direta (NICOLETTI, 2023).

O preparo dos extratos de Va segue rigidos padrdes antroposoficos e
homeopaticos, que levam em consideragado a arvore hospedeira e a época do
ano ideal para a colheita (FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019; NICOLETTI,
2023).

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 verao evidenciam maior indice de viscotoxinas na sua composi¢cao
quimica e maior mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et
al., 2018; HOLANDINO et al., 2020; NICOLETTI, 2023).

Além dos seus efeitos antitumorais, extratos de Va mostraram efeito
sinérgico com a Cisplatina, evidenciando o potencial da terapia combinada para
reduzir doses do quimioterapico e minimizar efeitos adversos (LYU;
MESHESHA; HONG, 2025).

Com o intuito de reduzir possiveis efeitos colaterais decorrentes dos
compostos concentrados nos extratos, a ultradiluicdo de substancias tem sido
utilizada, sendo a base da Homeopatia, que é uma abordagem terapéutica
desenvolvida ha aproximadamente 200 anos pelo médico Samuel Hahnemann
(SHARMA; SHARMA, 2019; FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019).
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As formas ultradiluidas dos medicamentos homeopaticos podem ser
preparadas de acordo com trés tipos principais de escalas: decimal (X),
centesimal (CH), e cinquenta-milesimal (LM), que consistem, respectivamente,
nas diluigées de 1:10, 1:100 e 1:50.000 (SHARMA; SHARMA, 2019; FELENDA;
TUREK; STINTZING, 2019).

Estudos mostram que o uso de medicagbes homeopaticas nos casos de
cancer tem contribuido significativamente com o bem-estar dos pacientes, uma
vez que auxilia na modulagdo do quadro de fadiga causada por neoplasias
(BAGOT; LEGRAND; THEUNISSEN, 2021; LYU; MESHESHA; HONG, 2025).

Além disso, pesquisas mostram que homeopatias puderam desencadear
modificagdes epigenéticas e alteragdes nos perfis de expressdo de genes
associados a carcinogénese em células Hela in vitro (SAHA; ROY; KHUDA-
BUKHSH, 2015). Semelhantemente, pesquisas com Condurango 30CH,
demonstraram modificagées epigenéticas no cancer de pulmao, por meio da
modulagao da hipermetilagdo do DNA (KHUDA-BUKHSH; SIKDAR, 2015). Com
isso, estudos das alteragbes epigenéticas induzidas pelo uso de ultradiluicbes
nos quadros neoplasicos podem fornecer informacdes relevantes para a
compreensao e descoberta de terapias que possam oferecer melhor qualidade
de vida, com pouco ou nenhum efeito colateral (KHUDA-BUKHSH; SIKDAR,
2015).

Estudos do grupo demonstraram que ultradiluicbes de Va podem estar
modulando o metabolismo celular, o estresse oxidativo e o perfil de citocinas
inflamatérias, in vitro (BALTUILLE, 2021). Estas ultradiluigdes in vivo
promoveram, também, melhora no estado geral, na qualidade e no tempo de
vida dos animais tratados (DA SILVA, 2023).

Dessa forma, considerando que medicamentos ultradiluidos sao capazes
de induzir alteragbes epigenéticas em células tumorais, o estudo da ativagéo e
regulagdo do complexo inflamossoma NLRP3 pela via epigenética, pode
fornecer informagdes relevantes para a compreensido da acao destes
medicamentos no modelo de melanoma murino.

Apesar dos avancos na compreensao do inflamossoma NLRP3 e das
propriedades antitumorais de Viscum album, ha uma lacuna significativa na
literatura quanto a investigacdo de seus efeitos em preparag¢des ultradiluidas

sobre essa via inflamatdria, especialmente no contexto tumoral. Poucos estudos
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abordam como essas formulagdes modulam mecanismos moleculares como a
biogénese de miRNAs, a expressao do NLRP3 e a produgédo de citocinas
inflamatdrias em células de melanoma.

Além disso, € importante destacar que as diferentes escalas
homeopaticas utilizadas neste estudo (X, CH e LM) n&o diferem apenas em grau
de diluicdo, mas potencialmente também em tipo e profundidade de agao
bioldgica. Por exemplo, as preparagdées LM tém sido associadas a efeitos mais
sutis e duradouros sobre a regulagao celular (FELENDA et al., 2019), o que pode
se refletir em padrées distintos de resposta celular.

Diante disso, a presente pesquisa busca investigar se e como
preparacdes ultradiluidas de Viscum album influenciam a ativagcao do
inflamossoma NLRP3 e sua regulacéo epigenética em células de melanoma
murino. Tal abordagem visa contribuir para o entendimento dos mecanismos de
acao dessas formulagdes e avaliar seu potencial como estratégia terapéutica

complementar na oncologia humana e veterinaria.
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Resumo

O Viscum album (Va) vem sendo utilizado como tratamento complementar para
o cancer ha mais de 100 anos, da mesma forma que medicagbes homeopaticas
de modo geral. Embora nao haja literatura extensa sobre as ultradiluicbes de Va,
estudos do grupo com essas medicagdes no modelo de melanoma murino
demonstraram que, in vitro, houve modulacdo do metabolismo celular, do
estresse oxidativo e do perfil de citocinas inflamatérias; e in vivo, a melhora do
bem-estar de camundongos com melanoma foi observada; por isso o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos de ultradiluicbes de Va na ativacdo do
inflamossoma NLRP3, que estad fortemente relacionado com a inducdo de
neuroinflamagao que ocasiona alteragdes de comportamento que comprometem
a qualidade de vida. Os resultados mostraram que VaAa 12X promoveu aumento
de IL-1B e TNF-a apés 24h, sugerindo possivel ativacdo do inflamossoma. As
tinturas-mae, em especial VaAa, induziram resposta inflamatoria intensa apods

1h, com aumento de diversas citocinas, como IL-6, IL-12p40/p70 e IL-18. A
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expressao de NLRP3 foi modulada de forma tempo-dependente, com reducgéo
inicial (1 hora) por VaQr 5LM e aumento tardio (24 horas) com VaAa 5LM. Ainda,
observou-se aumento da expressdao de miR-223 por VaQr 200CH e VaAa
200CH, e modulagao de componentes da via de biogénese de miRNAs (Drosha,
Dicer, Xpo5). Os dados indicam que as preparacgdes ultradiluidas de Viscum
album apresentam potencial imunomodulador e epigenético, capazes de
interferir em vias criticas da inflamagdo. Tais achados contribuem para o
entendimento dos mecanismos moleculares em oncologia integrativa e reforgcam
o potencial dessas formulagdes como estratégias terapéuticas adjuvantes no

tratamento do cancer.

Palavras-chave: cancer de pele, mistletoe, homeopatia, complexo

inflamossoma, microRNAs.

INTRODUGAO

O melanoma é uma neoplasia maligna, potencialmente letal com
incidéncia mundial, responsavel pela maioria das mortes por cancer de pele,
ainda que represente menos de 5% destas (VAN DER WEYDEN et al., 2020;
AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020; STRUB; BALLOTTI; BERTOLOTTO, 2020).
Quando o diagndstico é feito de maneira precoce, a cirurgia € suficiente para
levar a remissdo, porém apresenta alto potencial metastatico, o que dificulta o
tratamento e torna o progndstico ruim (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; VAN
DER WEYDEN et al., 2020; STRUB; BALLOTTI; BERTOLOTTO, 2020).

Na clinica veterinaria, os melanomas s&o comuns em caes (GILLARD et
al., 2014; VAN DER WEYDEN et al., 2020), ocorrendo mais predominantemente
na forma oral (62%), seguida da cutanea (27%) (GILLARD et al., 2014; VAN DER
WEYDEN et al., 2020). Nos gatos o melanoma é raro em qualquer regiao,
embora desenvolvam melanoma ocular mais frequentemente do que cutaneo,
nesses casos a ocorréncia de metastase € de 63% (VAN DER WEYDEN et al.,
2020).

Em geral, sejam animais ou humanos, a doenga neoplasica leva a
alteragdes de comportamento (OMDAL, 2020). Esta condi¢gdo, conhecida como

“‘comportamento doentio”, é algo que vém sendo estudada de maneira multi e
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interdisciplinar, e traz grande impacto a qualidade de vida de pacientes humanos
e animais, bem como aos seus cuidadores, devido a suas manifestacdes, como
a redugdo do apetite, retraimento social e a fadiga crénica (OMDAL, 2020;
KONSMAN, 2021).

Pesquisas mostram o papel das citocinas pré-inflamatérias IL-1B e IL-18
no desencadeamento e manutengdo do comportamento doentio (OMDAL, 2020;
KONSMAN, 2021). Estas interleucinas, para terem seus efeitos deflagrados,
necessitam serem ativadas por mediadores intracelulares, que formam o
complexo inflamossoma, e que € composto por NLRP3, ASC e Caspase-1
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015). Estudos mostram o papel crucial dos
mecanismos epigenéticos na regulacdo dos genes envolvidos no processo
inflamatério e que estao contribuindo para as manifestacées do comportamento
doentio (CHENG et al, 2020; EICHWALD, 2023MATT, 2018; OMDAL, 2020).

Como uma modalidade de terapia integrativa, extratos de Viscum album
(Va) vém sendo utilizados no tratamento adjuvante em casos oncoldgicos ha
aproximadamente 100 anos, devido suas propriedades antitumorais e
imunomoduladoras (BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE, 2017; FELENDA,;
TUREK; STINTZING, 2019). O preparo destes extratos de Va segue rigidos
padrées antroposoficos, que levam em consideragdo a arvore hospedeira e a
época do ano ideal para a colheita (FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019).
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 verao
evidenciaram maior indice de viscotoxinas na sua composi¢cao quimica € maior
mortalidade sobre culturas de células tumorais (HOLANDINO et al., 2018;
HOLANDINO et al., 2020).

Com o intuito de eliminar possiveis efeitos colaterais associados a
concentracdo dos compostos presentes nos extratos, a ultradiluicdo de
substancias é empregada. Este procedimento € a base da Homeopatia, que
consiste em uma modalidade terapéutica desenvolvida ha cerca de 200 anos
pelo médico alemdo Samuel Hahnemann. As formas ultradiluidas dos
medicamentos homeopaticos podem ser preparadas de acordo com trés tipos
principais de escalas: decimal (X), centesimal (CH), e cinquenta-milesimal (LM).
(FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019; SHARMA; SHARMA, 2019).
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Estudos mostram que o uso de medicagdes homeopaticas no cancer, tem
contribuido significativamente com o bem-estar dos pacientes, uma vez que
auxilia na modulagédo do quadro de fadiga (BAGOT; LEGRAND; THEUNISSEN,
2021). Além de desencadearem modificagdes epigenéticas em estudo in vitro
(KHUDA-BUKHSH; SIKDAR, 2015; SAHA; ROY; KHUDA-BUKHSH, 2015). Com
isso, estudos dos efeitos epigenéticos de ultradiluigdes nos quadros neoplasicos,
podem ser promissores para a compreensao e descoberta de terapias que
possam oferecer melhor qualidade de vida, com pouco ou nenhum efeito
colateral (KHUDA-BUKHSH; SIKDAR, 2015).

Desta forma, considerando que medicamentos homeopaticos sao
capazes de induzir alteragbes epigenéticas nas células tumorais o estudo do
perfil epigenético dos genes associados ao processo inflamatério, nas células de
melanoma antes e apds tratamento com ultradiluicbes de Va, podem fornecer
informacdes relevantes para a compreensao dos mecanismos de agao destes

medicamentos no modelo de melanoma murino.

MATERIAL E METODOS

Medicamentos e veiculos

As tinturas-maes (TMs) de Va utilizadas foram disponibilizadas
gentilmente pela Profa. Dra. Carla Holandino da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), para estudos prévios do grupo. Estas TMs foram preparadas
conforme a farmacopeia homeopatica brasileira, a partir de plantas colhidas das
arvores hospedeiras Quercus robur (VaQr) e Abies alba (VaAa), nas estagcbes
do verao e do inverno suico e foram encaminhadas para a farmacia homeopatica
HN Cristiano, em Sao Paulo, para obtencao das ultradiluicbes homeopaticas. As
TMs e ultradiluicbes de Va que demonstraram potencial efeito citotoxico em
estudos anteriores do grupo, tanto in vitro (BALTUILLE, 2021) quanto in vivo (DA
SILVA 2023), foram novamente consideradas neste estudo.

Portanto, os tratamentos utilizados foram: TM VaAa e TM VaQr, ambas
de verado, e suas diluicdes: 12X, 200CH e 5LM. Além disso, as células foram
tratadas com os veiculos (agua dinamizada — ultradiluigdes; alcool 30% nao
dinamizado - tinturas) e com o quimioterapico carboplatina (B-platin —

Blausiegel®) na concentracdo de 10%. Como controle negativo, as células
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B16F10 foram mantidas somente com meio completo nos periodos
correspondentes sem adicdo de nenhum tratamento; totalizando assim 12
grupos, os quais nao foram cegados para a realizagdo dos experimentos (llustr.
4).

llustragao 4: Representacgao ilustrativa dos 12 grupos utilizados.

Células  Carboplatina Alcool Agua

B16F10 30% dinamizada
=7
™ VaAa 12X VaAa VaAa
VaAa 200CH 5LM
g &= el
i | 3
"\_ﬂ/ . ]
™ VaQr 12X VaQr VaQr
VaQr 200CH 5LM

Fonte: Préprio autor.

Cultura celular.

A linhagem de células de melanoma murino B16F10 foi cultivada em
garrafas de cultura com meio completo contendo: meio RPMI — 1640 (Gibco —
Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, USA), acrescido de 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco - Thermo Fisher Scientific), 1% antibiotico
penicilina/estreptomicina (Gibco — Thermo Fisher Scientific), em incubadora
(Thermo Fisher) a 37°C com 5% de CO2 e 100% de umidade relativa. Para

coleta, as células foram submetidas a breve exposi¢éo a tripsina (Thermo Fisher)
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e inativacdo com meio completo. Para os ensaios, foram utilizadas placas de 6

pocos, com a concentracdo de 8x10* células por poco.

Viabilidade celular pelo método de exclusao por Trypan blue.

Para contagem e determinag¢ao da viabilidade celular antes dos ensaios,
o método de excluséo por Trypan blue (Tb) foi utilizado. Para isto, 10 uL de
suspensao celular foram adicionados a 10 uL do corante Tb (diluigdo 1:2); apds
homogeneizac¢édo, 10 uL desta solug&o foram colocados na camara de Neubauer
para quantificagdo das células vivas (n&o coradas) e mortas (coradas). Para a
realizacdo dos ensaios, culturas celulares com viabilidade acima de 90% foram

utilizadas.

Determinagcdao da concentragcdao de citocinas pré-inflamatérias por
citometria de fluxo.

As concentragdes de citocinas pré-inflamatérias (CXCLA1, 1L-18, I1L-23, IL-
12p70, IL-6, TNF-a, IL-12p40, IL-1B) presentes no sobrenadante das culturas
apo6s os tratamentos foram determinadas usando o kit LEGENDplex™ Mouse
M1 Macrophage Panel (8-plex) V-bottom Plate (BioLegend®, San Diego, CA —
USA), conforme instrugdes do fabricante.

Para o ensaio, em cada poco da placa foram adicionados: 25 uL de
tampéo, 25 uL de cada amostra e, 25 uL do mix de beads de captura recobertas
com anticorpos especificos para cada uma das 8 citocinas. Apds 2 horas de
incubagcao a temperatura ambiente com agitacdo constante, os pogos foram
lavados 2x com tampao de lavagem e, em seguida 25 uL de anticorpo de
deteccado foram adicionados e as amostras foram novamente incubadas por 1h
a temperatura ambiente com agitagao constante. Apds incubacao, sem lavagem
dos pocos, 25 uL de SA-PE (Streptavidin-phycoerythrin) foram adicionados para
nova incubacgao por 30 min a temperatura ambiente com agitagdo. Em seguida,
o sobrenadante foi removido por centrifugagao curta, as amostras foram lavadas
1x e as beads foram ressuspendidas em 150 uL de tampao de lavagem para
aquisicao no citdmetro de fluxo BD ACCURI™ C6 (BD Biosciences), usando o
template sugerido no kit, com aquisicao minima de 2400 eventos por amostra

analisada. A analise dos dados foi realizada utilizando o software de analises
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BioLegend’s LEGENDplex™ data analysis (BioLegend®) disponibilizado

gratuitamente no site do fornecedor: biolegend.com/en-us/legendplex.

Extracao de RNA total.

Para investigar a expressdao do gene NLRP3 e dos miRNAs (miR-22 e
miR-223) envolvidos na regulagcdo da sua expressao nas células de melanoma,
0 RNA total foi extraido utilizando o método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol.
Apos homogeneizagao das células em 0,5 mL do reagente TRIzol®, a separagao
da fase aquosa foi realizada com a adi¢cao de 0,2 mL de cloroférmio (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA) e centrifugagcédo (14.000 rpm) por 15 minutos a
4°C. Ao término da centrifugagao, a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) em
tubos devidamente identificados, sendo desprezada a fase precipitada. Em
seguida, a precipitagdo do RNA foi realizada com a adicdo de 0,5 mL de
isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e novamente
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos. Ao término da centrifugagéo o
isopropanol foi descartado por inversdo e o RNA precipitado (pellet) foi lavado
2x com etanol 75%; ap6s secagem, foi ressuspendido em 20 uL de agua DEPEC
e armazenado a - 80°C. A quantidade e pureza do RNA extraido foi estimada em
aparelho de espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (= 1,8) e OD
260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).

Sintese de DNA complementar (cDNA).

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada por meio da
transcricdo reversa de 2000 ng de RNA total, previamente extraido e
armazenado em ultrafreezer a -80°C. Para isso, foram utilizados 2 U da enzima
transcriptase reversa do kit Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
conforme as instrugbes do fabricante. A geragdo da primeira fita de cDNA
ocorreu em uma reacao com volume final de 20 uL, contendo 500 uM de dNTP,
25 g/mL de OLIGO dT, solugéo tampéao 1X, 40 U de inibidor de RNase e 10 uM
de DTT, com a agao da enzima Superscript Il. Inicialmente, a combinacao de
RNA, agua e iniciador passou por uma incubagao a 65°C por 5 minutos, visando
a abertura de eventuais estruturas secundarias. Depois, a reagdo prosseguiu a

50°C por 50 minutos, seguida de inativagao enzimatica a 85°C por 5 minutos. Ao
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final, o cDNA sintetizado foi diluido para uma concentracdo de 100 ng/uL e

armazenado a -20°C.

Quantificagdao da expressao génica por Reacao em Cadeia da Polimerase
quantitativo em Tempo Real (q-PCR).

As reacgbes foram realizadas com primers especificos (Tab.1) para
expressao de NLRP3 e dos miRNAs: Drosha, Xpo5, Dicer, miR-22 e miR-223, e
o gene RNUG foi utilizado como controle endégeno. O volume final da reagéo foi
de 10 uL, dos quais 5 uL de SYBR Green | Master, 4 uL do primer especifico, 1
uL da amostra de cDNA sintetizado e q.s.p. de agua Milli-Q RNAse free.

A quantidade relativa de transcritos foi determinada pelo método limiar
critico comparativo 2-AACt. Para o calculo da expresséao, do valor de ACt foi
obtido através da diferenga entre o valor de Ct do gene endégeno (RNU6) menos
o valor de Ct do gene alvo; entéo foi subtraida a média de Ct do grupo néao tratado
obtendo-se o AACt, ao qual foi aplicada a formula 2*-AACt para resultar no valor

final referente a expressao génica.

Tabela 1: Condic¢des de ciclagem e sequéncia dos primers utilizados para estudo

da expressao génica.

Gene Iniciador 5'-3' Sequéncia Condigoes
de reacgao
Forward | CTC GCT TCG GC AGC ACA 95°C - 10s.
NRU® Reverse | AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT oo
Forward | ATT ACC CGC CCG AGA AAG G 95°C - 10s.
NLRP3 Reverse | TCG CAG CAA AGA TCC ACA CAG ?g:g - ]82:
Forward | AAC AGT TCA ACC CCG AAG TG 95°C - 10s.
Prosha Reverse | CTC TGA GCC AGC TTC TGC TT oS 1o
Forward | TTC CTG ACT TCC GGC TTA GA 95°C - 10s.
Xpod Reverse | TGG TTG ATG ACA TGC CAC TT %38 ) 182-
Forward | TAA CTG GCA ATC CGA GG 95°C - 10s.
Dicer Reverse | CCA TGG CAG ACA CAC TAC CTT O o2
Forward | ACC TGG CTG AGC CGC AGT 95°C - 10s.
MiR-22PRE ™ Reverse | GCC AGG GGC AGA GGG CA O 1o
| Forward | TCT GGC CAT CTG CAG TGT CAC GCT C | 95°C - 10s.
MiR-223 PRE I Reverse | CTG ATA GGC ATG AGC CAC AGT O 1o
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Fonte: Préprio autor.

Analise estatistica.

Foram conduzidos trés experimentos independentes (triplicata bioldgica),
cada um contendo trés amostras (triplicata experimental) para cada um dos 12
grupos. As trés amostras de cada experimento foram agrupadas em um unico
pool, resultando em trés pools no total — um para cada experimento. Para fins de
analise estatistica, cada pool foi considerado uma amostra, totalizando trés
amostras estatisticas.

Os testes de Normalidade (Shapiro-Wilk) e Homoscedasticidade (Levene)
foram realizados para verificar se as distribuicbes das amostras eram ou nao
paramétricas. Com isso, as amostras foram consideradas nao paramétricas e
devido a baixa amostragem e grandes desvios padrao em alguns grupos, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com pds teste ndo corrigido
de Dunnett. Analises e graficos foram realizados usando GraphPad Prism 8
Software (GraphPad Prism, California, USA). Diferengas com valor de p < 0,05

foram consideradas significativas, com a = 0,05.

RESULTADOS

Quantificagao de Citocinas Inflamatérias.

A quantificagao de citocinas foi feita nos tempos de 1 e 24 horas, e avaliou
oito citocinas inflamatérias de importancia, sendo: IL-13, IL-6, IL-12p40, IL-
12p70, IL-18, IL-23, CXCL1 e TNF-a. De modo geral, as ultradiluicbes nao
apresentaram diferengas significativas em nenhum dos tempos, com excegao de
VaAa 12X que apresentou aumento de IL-1B3 (p < 0,05) e TNF-a (p < 0,05) apods
24 horas de tratamento.

Ja a TM de VaAa apresentou aumento das citocinas IL-1B (p < 0,01), IL-
6 (p < 0,001), IL-12p40 (p < 0,05), IL-12p70 (p < 0,01), IL-18 (p < 0,05) e TNF-a
(p <0,05), e a TM de VaQr, que apresentou aumento somente de IL-12p40 (p <
0,05) e IL-12p70 (p < 0,05), ambas com 1 hora de tratamento (Fig. 1), sendo que
estas TMs nao foram testadas no tempo de 24 horas (Fig. 2) devido a sua ja
conhecida citotoxicidade que apresentou morte celular por necrose com apenas
1 hora, em estudos prévios (BALTUILLE, 2021),.
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Figura 1: Producgao de Citocinas inflamatérias nas células B16F10 com ou sem

cada um dos tratamentos, apds 1 hora.
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Representacéo grafica da produgéo de citocinas inflamatérias (A. IL-1b B. IL-6 C. IL-12p40 D.
IL-12p70 E. IL-18 F. IL-23 G. CXCL1 H. TNF-a ) nas células B16F10 apds 1 hora dos tratamentos

respectivos. N =3. a =0,05. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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Figura 2: Producgao de Citocinas inflamatérias nas células B16F10 com ou sem

cada um dos tratamentos, apds 24 horas.
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Representagao grafica da producgao de citocinas inflamatérias (A. IL-1b B. IL-6 C. IL-12p40 D.
IL-12p70 E. IL-18 F. IL-23 G. CXCL1 H. TNF-a ) nas células B16F10 apdés 24 horas dos

tratamentos respectivos. N = 3. a = 0,05. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.
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Avaliacdo da Expressao de genes relacionados ao complexo

inflamossoma.
Conforme observado na figura 3A, a expressao génica de NLRP3 nas

células de melanoma, apds 1h dos tratamentos diminuiu significativamente nos
controles Agua Sucussionada (p < 0,05) e Carboplatina (p < 0,05), e no grupo
tratado com VaQr 5LM (p < 0,05). Contudo, pds 24 horas de tratamento (Fig.

3B), apenas a ultradiluicdo de VaAa 5LM (p < 0,01) apresentou aumento da

expressao génica.

Figura 3: Expresséo relativa de NLRP3 nas células B16F10 com ou sem cada

um dos tratamentos, apés 1 e 24 horas.
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Representacéo grafica da Expressdo de NLRP3 nas células B16F10 apos 1 (A) e 24 (B) horas
dos tratamentos respectivos. . N = 3. a = 0,05. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

Avaliacao da Expressao de miRNAs relacionados ao complexo
inflamossoma.

As diluigdes VaQr 200CH e VaAa 200CH apresentaram aumento (p <
0,05) da expressao do miR-223 apds 1 hora de tratamento. No mesmo periodo,
a TM VaQr apresentou diminuigdo de miR-22 (p < 0,05), Drosha (p < 0,01) e
Dicer (p < 0,01), ja a TM VaAa teve diminuigdo apenas de Dicer (p < 0,01) (fig.
4).
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Figura 4: Expressao relativa de miRNAs nas células B16F10 com ou sem cada

um dos tratamentos, apés 1 hora.
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ApoOs 24 horas dos tratamentos, a ultradiluicdo VaAa 12X apresentou
diminuicao (p < 0,05) na expressao de Drosha, enquanto VaAa 5LM demonstrou
aumento de Xpo5 (p < 0,05) e do miR-223 (p < 0,095) (fig. 5).

Figura 5: Expressao relativa de miRNAs nas células B16F10 com ou sem cada

um dos tratamentos, apds 24 horas.
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Representacao grafica da Expressdo de miRNAs (A. miR-22 B. Drosha C. miR-223 D. Xpo5 E.
Dicer) nas células B16F10 apds 24 horas dos tratamentos respectivos. N = 3. a = 0,05. * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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DISCUSSAO

A literatura tem reforgcado, ha tempos, o potencial dos medicamentos
ultradiluidos na modulacéo de vias inflamatorias e epigenéticas (BELLAVITE et
al., 2014; SAHA et al., 2015; KANHERKAR et al., 2017), alinhando-se aos efeitos
observados neste estudo. Trabalhos demonstram que essas formulagbes sao
capazes de alterar perfis de citocinas, expressao génica e niveis de estresse
oxidativo em modelos tumorais (BONAMIN et al., 2017; BALTUILLE, 2021).

Neste estudo, os resultados demonstram que a TM VaAa apresentou
efeito pro-inflamatoério apdés 1 hora de tratamento, com aumento de IL-183, IL-6,
IL-12p40/p70, IL-18 e TNF-a, que pode estar relacionado com a diminuigdo que
promoveu em Dicer. Essa resposta pode estar ligada a sua alta citotoxicidade,
ao estresse oxidativo e a morte celular por necrose, conforme observado em
estudos anteriores (HOLANDINO et al., 2020; BALTUILLE, 2021).

Ja a TM VaQr apresentou efeito ndo inflamatério, com aumento de IL-
12p40 e IL-12p70 — citocinas que podem exercer fungcdes antitumorais — além de
apresentar diminuicdo de miR-22, Drosha e Dicer. O que corrobora com estudos
anteriores, onde aumentou IL-12p70, diminui a expressdao de MCP1 e teve
menos estresse oxidativo (BALTUILLE, 2021).

Nas ultradiluicdes, VaAa 200CH e VaQr 200CH promoveram aumento de
miR-223 ap6s uma hora. Embora esse dado n&do tenha se mantido ao longo do
tempo e estas ultradiluigdes ndo tenham apresentado modulagdes na expressao
de citocinas, esse achado vale ser repetido em estudos futuros para
compreender melhor a agcdo dessas diluicbes, uma vez que apresentaram
diminuicdo de MCP-1 em estudos in vitro, e diminuigdo de IL-10 no soro de
camundongos, em estudos in vivo (BALTUILLE, 2021; DA SILVA, 2023).

Semelhantemente, o tratamento com VaQr demonstrou diminuicdo de
NLRP3 apos 1 hora. No entanto, esse resultado ndo se manteve ao longo do
tempo e ndo houve outras respostas que pudessem essas associadas. Contudo,
essa poténcia apresentou diminuicado de MCPA1, in vitro; além de aumento da
sobrevida, aumento de peso animal com diminuicdo do peso tumoral e
diminuicdo de IL10 no soro, in vitro (BALTUILLE, 2021; DA SILVA, 2023).
Demonstrando seu potencial efeito modulador que deve ainda ser melhor

investigado.
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Apds 24 horas de tratamento VaAa 12X apresentou um efeito de
modulacdo positiva da inflamacéo, com aumento de IL-13 e TNF-qa, que pode ter
relagdo com a observada redu¢cdo em Drosha. Embora, essa diluicado tenha
apresentado menor producao de EROs, in vitro. (BALTUILLE, 2021; DA SILVA,
2023).

Em contrapartida, VaAa 5LM apresentou resultados divergentes, com
aumento de NLRP3, apds 24 horas, possivelmente refletindo uma resposta
compensatoria ou ativagao indireta do inflamossoma, ja que ao mesmo tempo
observou-se aumento de Xpo5 e miR-223, que deveriam estar modulando
negativamente a expressdo de NLRP3. Contudo, estudos in vitro mostraram que
VaQr 5LM diminuiu MCP-1, o que foi considerado uma tendéncia de modulagao
negativa da resposta inflamatoéria (BALTUILLE, 2021).

No entanto, estudos recentes demonstram que o inflamossoma NLRP3
desempenha papéis duplos no cancer, podendo promover tanto progresséo
quanto supressao tumoral, dependendo do microambiente e do tipo celular
(HAMARSHEH & ZEISER, 2020; KINRA et al., 2023). Assim, os achados deste
estudo reforcam a hipétese de que as preparacdes ultradiluidas podem
influenciar vias criticas de sinalizagao celular.

Curiosamente, as respectivas diluicbes 12X e 5LM, de Quercus robur,
apresentaram in vivo, resultados favoraveis; com ambas promovendo aumento
da sobrevida e VaQr promoveu ainda, aumento do peso animal e com diminuigcéo
de peso tumoral e de IL-10 no soro (DA SILVA, 2023).

Vale observar que os controles, carboplatina e agua sucussionada,
apresentaram diminuicdo de NLRP3, possivelmente devido os efeitos
antitumorais conhecidos da carboplatina que em muito tem se associado com o
papel ambiguo da agado de NLRP3 no cancer (HAMARSHEH & ZEISER, 2020),
bem como a presenca de nano bolhas na agua sucussionada, formadas durante
o processo de dinamizacdo, pode ter um efeito sobre essas células, conforme
apontado por estudos de outros grupos (BELLAVITTE et al., 2013;
DEMANGEAT, 2015; GUEDES et al., 2018; WASSENHOVEN et al., 2024).

No cenario translacional, a oncologia veterinaria emerge como um campo
promissor para a aplicagao de terapias integrativas, tanto pelo seu valor clinico
quanto pela relevancia dos estudos veterinarios em pesquisa oncologica
comparada (GILLARD et al., 2014; TARONE et al., 2019; VAN DER WEYDEN
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et al., 2020). Estudos prévios do grupo demonstraram beneficios clinicos e
comportamentais em camundongos tratados com VaQr 12X e 5LM, resultando
em maior sobrevida e melhora do bem-estar (DA SILVA, 2023).

Quanto as limitagcbes do presente estudo, o tamanho reduzido das
amostras, devido limitagdes de financiamento, refor¢ca a importancia de estudos
futuros que promovam a repeticdo dos achados e a compreensao aprofundada
destes mecanismos. Com isso, a escolha metodoldgica de n&o aplicar corregéo
para multiplas comparacdes no pés-teste de Dunnett, foi intencional para permitir
a visualizagcdo de tendéncias sutis, comuns em estudos com ultradiluigdes,
embora aumente a chance de erro tipo |. No entanto, os achados aqui relatados
sdo compativeis com os efeitos ja descritos na literatura especializada.

Em suma, este estudo refor¢ca que preparagdes de Viscum album, tanto
em forma de TMs quanto em ultradiluicbes, podem modular componentes-chave
do inflamossoma e suas vias regulatérias. Isso abre espago para novas
investigagdes sobre seus mecanismos de agao e seu uso como adjuvantes na

oncologia integrativa, tanto humana quanto veterinaria.

llustragao 5: Representacéao ilustrativa dos resultados obtidos com 1 e 24 horas
dos tratamentos e sua correlacdo com os mecanismos de ativacdo e/ou

supressao de tumores, bem como de miRNAs, inflamossoma NLRP3 e citocinas.
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que preparagdes ultradiluidas de Viscum album,
especialmente VaAa 12X e VaAa 5LM, foram capazes de modular componentes
centrais da resposta inflamatéria e da regulagéo epigenética em células de
melanoma murino, apos 24 horas. O aumento das citocinas IL-1p € TNF-a apds
tratamento com VaAa 12X sugere ativagcdo de vias pro-inflamatorias
dependentes do inflamossoma NLRP3, o que condiz com a diminuigdo que
promove em Drosha. Ja o aumento tardio (24 horas) da expressédo génica de
NLRP3 com VaAa 5LM aponta para uma possivel resposta compensatoria, uma
vez que apresenta aumento da expressao de Xpo5 e miR-223.

As TMs evidenciaram acg&o proé-inflamatéria significativa, corroborando
com dados prévios sobre sua citotoxicidade e reforgando o contraste entre os
efeitos agudos das TMs e a acdo mais sutil e regulatoria das ultradiluigdes.
Adicionalmente, a modulacdo da expressdo de miRNAs, especialmente o
aumento de miR-223 pelas diluicbes centesimais e cinquenta-milesimais, indica
possivel envolvimento epigenético dessas formulagcbes na regulacdo do
inflamossoma.

Os resultados reforcam a hipotese de que medicamentos ultradiluidos
podem interferir em vias moleculares criticas da inflamacao, a depender da dose
e do tempo de tratamento, e apresentam potencial terapéutico adjuvante na
oncologia integrativa. A singularidade das respostas observadas, tanto em nivel
de citocinas quanto na expressao de genes e miRNAs, aponta para uma agao
especifica e biologicamente ativa dessas formulagdes, apesar de sua alta
diluicao.

Embora o numero reduzido de amostras represente uma limitagcao
metodoldgica, os dados obtidos sdo coerentes com a literatura e abrem caminho
para investigacbes futuras mais amplas e aprofundadas. Os achados
apresentados sao inovadores e contribuem para o entendimento dos
mecanismos de agao de preparacdes ultradiluidas, e para a construgao de novas

estratégias terapéuticas que integrem imunomodulacao, epigenética e praticas
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de medicina complementar, com foco na sobrevida com qualidade de vida dos

pacientes humanos e animais.
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