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RESUMO

Apesar do desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas, o cancer ainda € uma
das doencas que mais causa mortes no mundo. Paralelamente, a reducdo da
qualidade de vida do paciente oncoldgico, tanto pelo progredir da doenca quanto
pelos efeitos colaterais dos tratamentos convencionais, € um fato relevante. Assim
sendo, as terapias complementares tém sido de grande valia no auxilio ao
tratamento de pacientes oncoldgicos. Resultados prévios sobre o papel do
medicamento homeopéatico Carbo animalis (CA) na resposta imune de camundongos
portadores de tumor de Ehrlich indicaram modificagcdes na migracdo de macréfagos
e células B1 (progenitoras) para sitio primario do tumor, implicando em mudancas na
expressao de sintomas pelos animais. Contudo, a literatura sobre esse tema € ainda
rara e 0s mecanismos de acao envolvidos, obscuros. Neste trabalho, avaliamos
parametros morfo-funcionais de macrofagos RAW 264.7 em co-cultura com células
4T1 (adenocarcinoma murino) apés o tratamento com CA em diferentes poténcias
(6cH, 30cH e a mistura de ambas, chamada de MIX). Assim, a morfologia, a
producéo de 6xido nitrico e a producédo de citocinas/quimiocinas (IL1-a, IL-13, IFN-y,
IL-10, IL-6, VEGF-A, TNF-a, RANTES/CCLS5, GM-CSF, 1L12-p40, IL12-p70, MIP-1
B/CCL4, MCP-1/CCL2) foram analisadas. A co-cultura de macréfagos e células 4T1
exibiu reducdo do numero de células por poco, apOs seis horas de incubacdo, em
comparacdo a monocultura de macréfagos, sugerindo que as células 4T1
provavelmente exercem papel inibitério sobre os mesmos. Esse padréo de interacédo
foi parcialmente revertido pelo tratamento com CA 6cH. O tratamento com MIX, ao
contrario, reduziu ainda mais o numero de células por poco, sugerindo certa
citotoxicidade. Em paralelo, notou-se aumento significativo na producédo de IL12-p40
apenas nas células tratadas com CA 6c¢cH, corroborando os resultados obtidos
anteriormente in vivo. Os dados obtidos nesse estudo indicam a atividade
imunomoduladora do CA sobre macrofagos presentes no micro-ambiente tumoral,
com énfase na producgdo de IL12-p40 e ainda evidenciam a importancia da diluicdo
na especificidade dos efeitos. O papel citotoxico do MIX ainda merece estudos

futuros.

Palavras-Chave: Macrofagos RAW 264.7. 4T1. Homeopatia. Citocinas. Morfologia.

Carbo animalis. Oncologia.



ABSTRACT

Despite the development of new therapeutic techniques, cancer is still a world's most
deadly diseases. At the same time, quality of life of cancer patient for the progression
of the disease or for the side effects of conventional treatments, is a relevant fact. In
addition, complementary therapies have been of a great value in helping treatment of
cancer patients. Previous results on the effect of homeopathic medicine Carbo
animalis (CA) in the immune response of mice with Ehrlich tumor indicated changes
in macrophage migration and B1 (progenitor) cells to the primary tumor site, implying
changes in the expression of symptoms by animals. However, the literature on this
subject still rare and the mechanisms of action still obscure. In this work, we
evaluated morphological and functional parameters of RAW 264.7 macrophages in
co-culture with cells 4T1 (murine adenocarcinoma) after treatment with CA in
different potencies (6¢cH, 30cH and the mixture of both, called MIX). Thus, the
morphology, production of nitric oxide and the production of cytokines / chemokines
(IL1-a, IL-1B, IFN-y, IL-10, IL-6, VEGF-A, TNF-a, RANTES / CCL5, GM-CSF, IL12-
p40, IL12-p70, MIP-1 B / CCL4, MCP-1 / CCL2) were analyzed. Co-culture of
macrophages and 4T1 cells showed a reduction in the number of cells per well after
six hours of incubation in compared to macrophage monoculture, suggesting that 4T1
cells probably play an inhibitory role on them. This pattern of interaction was partially
reversed by treatment with CA 6¢cH. Treatment with MIX, reduced the number of cells
per well, suggesting cytotoxicity. In parallel, a significant increase in IL12-p40
production was noted only in cells treated with CA 6¢H, corroborating with the results
obtained previously in vivo. The data obtained in this study indicate a
immunomodulatory action on macrophages present in the tumor microenvironment,
with emphasis on the production of IL-12-p40 and also evidence the importance of
dilution in the specificity of the effects. The MIX's cytotoxic still deserves futures

studies to be better elucidated.

Keywords: Macrophages RAW 264.7. 4T1. Homeopathy. Cytokines. Morphology.
Carbo animalis. Oncology.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Homeopatia e oncologia experimental

A homeopatia é uma terapéutica estabelecida ha mais de 200 anos, na
Alemanha, tendo sendo incluida no Guia de Estratégias da Medicina Tradicional
2014-2023, elaborado pela Organizacdo Mundial da Saude (Ql; KELLEY, 2014). Seu
uso é oficial em paises como Suica, Italia, india e Brasil (BONAMIN, 2008, 2016),
onde esta incluida no programa de Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), com o objetivo de aumentar o acesso da populagdo aos
servicos e acles de tais praticas conforme os principios e diretrizes do Sistema
Unico de Saude (SUS). Desde 1999, as consultas médicas em homeopatia foram
incluidas na tabela de procedimentos do SAI/SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Na india, o uso institucionalizado da homeopatia (aproximadamente 100.000
indianos usam-na exclusivamente como forma de tratamento) também abrange a
oncologia. Dentre as clinicas especializadas existentes naquele pais, destaca-se a
do Dr Banerjee (PRASANTA BANERJI HOMEOPATHIC RESEARCH FOUNDATION

- PBHRF - http://www.pbhrfindia.org), onde sao utilizados protocolos de tratamento

proprios, sendo os Unicos de uso oncoldgico, em homeopatia, reconhecidos pelo
NIH (FRENKEL, 2015).

Com relacdo as diretrizes de 2014-2023 da Organizacdo Mundial de Saude
(Ql; KELLEY, 2014) para a medicina tradicional (T) e préaticas relacionadas a
medicina complementar (CM), destaca-se a seguinte declaracdo da Dra. Margaret
Chan, Diretora Geral da OMS: “T&CM é uma parte importante e, muitas vezes,
subestimada dos cuidados de saude. T&CM é encontrada em quase todos os paises
do mundo e a demanda por seus servicos vem aumentando nos ultimos anos”. E
nesse cenario que identificamos a importancia (e urgéncia) da busca de informacéao
e conhecimento sobre a homeopatia tanto no ambito da ciéncia basica quanto das
aplicac0es clinicas.

De maneira geral e por mecanismos ainda pouco conhecidos, O0s
medicamentos homeopaticos sdo capazes de estimular a autorregulacdo dos
sistemas vivos em que atuam (BELLAVITE et al., 2014). Em alguns casos, tais

efeitos apresentam-se como resultados biolégicos, muitas vezes, sutis. Dessa forma,


http://www.pbhrfindia.org/
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estudos focados na regulacéo celular e molecular, sobretudo in vitro, tém sido muito
Uteis na elucidagdo de tais mecanismos (BONAMIN, 2017).

Recentemente foi demonstrado que alguns medicamentos homeopaticos
regulam mecanismos epigenéticos de proliferacdo e regressédo tumoral, sobretudo os
relacionados ao controle da apoptose in vitro (MACLAUGHLIN et al., 2006; SUNILA
et al., 2007; BELLAVITE et al., 2014; ARORA; TANDON, 2014; SAHA et al., 2013,
2015; MARZOTTO et al., 2014; OLIOSO et al., 2014; MONDAL et al., 2016; KHUDA-
BUKHSH et al., 2011, 2015, 2017). Tais observacfes oriundas de protocolos de
pesquisa basica tém permitido orientar os possiveis usos clinicos desses
medicamentos na oncologia.

O céancer ainda € a segunda doenca que mais causa mortes hoje em dia. As
neoplasias possuem diversos mecanismos que justificam sua alta letalidade.
Segundo Hanahan e Weinberg (2010, 2011), existem ao menos seis desses
mecanismos, que podem ser descritos e entendidos. S&o eles: autossuficiéncia em
sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores do crescimento, capacidade
de invasao tecidual e metastase, auséncia de limites para o potencial de replicagéo,
grande capacidade angiogénica, poder de evasédo de apoptose, capacidade de
desregular a energia celular, escape a destruicdo pelo sistema imune, capacidade
de provocar inflamacao, instabilidade do genoma e mutacdes. Além dos muitos
efeitos fisicos observados nos pacientes oncologicos, os quais sdo diretos e
devastadores, a reducdo da qualidade de vida ocorre pelo progredir da doenca e
pelos efeitos colaterais dos tratamentos convencionais. Tal cenéario é o principal
estimulo para a adocdo de praticas complementares. Nos Estados Unidos, por
exemplo, aproximadamente quatro, entre nove adultos e uma, em cada dez
criangas, usam algum tipo de terapia alternativa (PREETHI et al., 2012).

Segundo Ramamoorthy (2015), na metade do mundo, pacientes com cancer
usam, além da homeopatia, outros recursos da medicina complementar alternativa
(CAM). O uso de CAM no tratamento do cancer passou de 25%, em 1970, para 49%
apos o ano 2000. Em um estudo clinico, Sorrentino et al. (2017) avaliaram o0s
beneficios da Arnica montana sobre a perda de sangue pds-operatério em mulheres
submetidas a mastectomia unilateral total. Segundo Mukherjee et al. (2013), o
medicamento Thuja occidentalis, preparado a partir de uma das plantas mais usadas

na Europa, mostrou evidéncias bastante convincentes de seu efeito anti-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramamoorthy%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25954692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorrentino%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28163953
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carcinogénico em ratos portadores de carcinoma pulmonar induzido por
benzopireno.

Estudos clinicos e revisGes clinicas sistematicas mostram melhora na
qualidade de vida do paciente oncolégico, quando tratado com medicamentos
homeopaticos. Esses medicamentos contribuem para uma melhora generalizada nos
quadros de dor, melhoram o ganho de peso, além de auxiliarem na recuperagéo
pés-operatoria de pacientes submetidos a cirurgias oncolédgicas (BAO et al., 2014,
BOEKHOUT et al., 2006; SORRENTINO et al., 2017). Em 2015, dados coletados de
133 pacientes pediatricos, em um hospital universitario, na Suica, mostraram que
53% dessas criangas usavam algum método de terapia complementar para o
tratamento de canceres, sendo o principal método adotado a homeopatia classica. O
motivo mais frequente para a escolha de terapias complementares foi a busca da
melhoria da condicdo geral do paciente (MAGI et al., 2015). Outro estudo clinico
sugere que, no tratamento de pacientes que apresentam dores articulares
associadas ao tratamento de cancer de mama, com os medicamentos homeopaticos
Ruta graveolens 5CH e Rhus toxicodendron 9CH, tende a diminuir a dor sentida por
esses pacientes, melhorando sua qualidade de vida (KARP et al., 2016).

Para que os possiveis efeitos clinicos dos medicamentos homeopéticos sejam
plenamente compreendidos, pesquisas na area da oncologia experimental vém
sendo realizadas em diferentes paises. Ao buscarmos, na base de dados PubMed,
artigos relacionados ao tema, usando as palavras-chave “homeopathy and cancer”,
encontramos 298 publicacdes. O primeiro artigo foi publicado no ano de 1946, por
HAYES RE, intitulado “Homoeopathy and tumours: cases”. Por outro lado, um
aumento consideravel do namero de publicacbes sobre o tema surgiu a partir de
2007, com 30 artigos publicados. Desde entéo, o nimero de artigos indexados sobre
esse tema tém aumentado progressivamente, tanto em nimero quanto em qualidade
metodoldgica, permitindo revelar alguns aspectos de seu mecanismo de acéo.

Para dar sustentagéo logica ao uso da homeopatia na oncologia - como se Vé,
sobretudo, na india - diversas pesquisas in vivo e in vitro tém sido desenvolvidas,
com o intuito de tentar elucidar os mecanismos celulares envolvidos. Um dos
pesquisadores mais ativos nessa area e com maior namero de publicacdes
indexadas sobre homeopatia e cancer € Anisur R Khuda-Bukhsh. Esse autor

coleciona 145 artigos listados na base PubMed, uma das cole¢cdes mais ricas na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20282784
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area de oncologia experimental. A seguir, encontram-se citados alguns artigos mais
significativos.

O medicamento Condurango 30C, geralmente usado para tratar cancer
esofagico, também pode melhorar a evolucdo de neoplasias pulmonares em ratos
(SIKDAR et al, 2013). O medicamento Secale cornutum 30C reduz o
desenvolvimento do papiloma cutaneo, em ratos, por regular a expressao de
oncogenes nessas células (KHUDA-BUKHSH et al., 2011). Recentemente, 0 mesmo
autor (KHUDA-BUKHSH et al., 2017) demonstrou o potencial terapéutico de
nosodios preparados a partir do virus HIV. Contudo, 0 mecanismo exato desses
efeitos ainda ndo é conhecido, embora a regulacédo epigenética de células tumorais
ja tenha sido demonstrada, sobretudo, por desmetilacdo do DNA (SAHA; KHUDA-
BUKHSH, 2015; SIKDAR; KHUDA-BUKHSH, 2015). As tinturas-mée de plantas,
base para o preparo dos medicamentos homeopdéticos, também sao foco de
estudos. Apesar de ndo passarem pelo processo de diluicdo e sucussdo, seus
efeitos anti-neoplasicos sédo descritos na literatura (MONDAL et al., 2014; SAHA,
KHUDA-BUKHSH, 2014).

Revisbes sistematicas recentes mostram alta reprodutibilidade de resultados
e ainda consolidam a hipotese de que os medicamentos homeopaticos possuem
mais uma ag¢ao moduladora sobre funcdes celulares do que acgéo efetora, tal como
seria observado em drogas convencionais (BONAMIN; ENDLER, 2009; ENDLER et
al., 2010; BONAMIN et al.,, 2015; BONAMIN; BELLAVITE, 2015; ENDLER et al.,
2015; BONAMIN, 2017). Segundo Bellavite et al. (2014), a acdo de tais
medicamentos no organismo depende da identificacdo de diferentes alvos
bioldgicos, que podem ser celulares, moleculares ou sistémicos. A constatacao
desses alvos multiplos explica as dificuldades de elucidacdo dos mecanismos
envolvidos, o que é ainda mais critico em relacdo aos pacientes oncolégicos
(PETERSON, 2002). Contudo, os efeitos moduladores de vias intracelulares
especificas de controle do crescimento e diferenciacdo celular, conforme observado
em estudos realizados in vitro, mostram claramente a acao citotoxica de tais
medicamentos sobre as ceélulas tumorais, com indugdo de apoptose (KHUDA-
BUKHSH et al., 2011, 2015, 2017; MACLAUGHLIN et al., 2006; BELLAVITE et al.,
2014; SAHA et al., 2013, 2017; SUNILA et al., 2007; MONDAL et al., 2014; BELL et
al., 2014).
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Notamos que modelos experimentais conduzidos in vitro tém dado especial
contribui¢cdo para o esclarecimento dos mecanismos moleculares dos medicamentos
altamente diluidos. Uma revisdo sistematica feita por Waisse (2017), mostra alguns
estudos relevantes realizados, na India, sob esse enfoque. Por exemplo, a
Terminalia chebulamais, quando em preparacdes homeopaticas, reduz a cinética de
crescimento de células cancerosas de carcinoma mamario (linhagens MDAMB-231 e
MCF-7) conforme descrito por Wani et al. (2016). Também o medicamento Psorinum
inibe a proliferacdo celular em células de carcinoma pulmonar da linhagem A549,
interrompendo o ciclo celular e diminuindo os danos ao DNA, o que facilita a
promocao de apoptose das células tumorais pela via intrinseca, ou seja, dependente
da sinalizagao mitocondrial (Mondal et al., 2016).

Dentre os medicamentos homeopaticos que apresentam acéo anti-neoplasica
e imuno-estimulante, destacam-se os complexos homeopaticos (CESAR et al.,
2009). Moreira et al. (2012) verificaram que o tratamento de linfocitos e de
macrofagos com o complexo homeopatico Canova® produziu a ativacdo dessas
células, confirmando dados de Burbano et al. (2009). Além do aumento significante
dos niveis de IFN-y e IL-5 (MOREIRA et al., 2012), houve aumento da atividade
fosfatase &cida nos macréfagos tratados e em seu metabolismo oxidativo, com o
incremento da atividade NADPH oxidase e INOS (LOPES et al., 2006), o que
impacta na producdo de ROS e NO (DE OLIVEIRA et al.,, 2006). O mesmo grupo
obteve, recentemente, resultados interessantes com os complexos M1 e M8, tanto
na estimulacdo leucocitaria frente a agentes infecciosos, quanto na reducdo da
disseminacdo do melanoma murino (NASCIMENTO et al., 2017; DE ANDRADE et
al., 2016). A atividade oxidativa de macréfagos também foi obtida pelo tratamento
dessas células com Mercurius solubilis em diferentes diluicdes centesimais (cH),
tanto em modelo in vitro quanto in vivo, administrado na agua de bebida. Nesses
experimentos, observou-se aumento na producédo de IFN-y e de Oxido nitrico, com
modulacdo da producdo de superoxido e peroxido de hidrogénio (DE OLIVEIRA et
al., 2011). Por outro lado, outros medicamentos homeopaticos classicos também tém
acdo moduladora sobre macrofagos, como a Silicea terra (DAVENAS et al., 1987), o
Antimonium crudum (SANTANA et al.,, 2014, 2017) e o Zincum metallicum
(OLIVEIRA et al., 2017; BONAFINI et al., 2017).

Recentemente, Nogueira et al. (2016) demonstraram que diferentes poténcias

homeopéticas de Phytolacca decandra possuem acdes diferentes, ndo lineares,
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sobre o desenvolvimento do tumor de mama murino 4T1. A Phytolacca decandra 30
cH foi a diluicAo que gerou melhores parametros clinicos nos camundongos e a
Phytolacca decandra 12 cH aumentou a expressdo de HER-2, estimulando estudos
subsequentes. Também Carvalho (2015) mostrou que diferentes diluicdes
centesimais de Viscum album, quando aplicadas alternadamente, modificam a
evolugdo do tumor de Ehrlich em camundongos, restabelecendo a
imunocompeténcia dos animais para niveis similares aos encontrados nos animais
sadios. Nesse estudo, observou-se também a imunossupressdo induzida pela
presenca do tumor de Ehrlich. Mudancas evidentes no microambiente desse tumor
também foram constatadas apés o tratamento dos animais com Carcinosinum, em
poténcias homeopdticas altas (AMARAL, 2015). Comparando-se os dados obtidos
em todos esses estudos, propde-se que os medicamentos homeopaticos agem por
mecanismos mudltiplos e sistémicos, incluindo imuno-regulacdo e modificacbes do
microambiente tumoral, ndo apenas por citotoxicidade. Assim, entende-se que o
desenvolvimento de modelos de interacdo celular in vitro pode ajudar a elucidar
outros mecanismos presentes na atividade de medicamentos homeopaticos sobre o

controle de neoplasias. O presente estudo esta inserido nessa proposta.

1.2 Carbo animalis

Um dos medicamentos homeopaticos menos estudados na homeopatia é o
Carbo animalis (CA), preparado a partir de couro bovino calcinado. Diz-se que
Hahnemann colocava grossos pedacos de couro de boi sobre carvées acesos, até
gue queimassem totalmente. Esse material era prensado e, quando frio, pulverizado,
resultando em um po, que era diluido. A falta de literatura sobre o tema leva a
comunidade cientifica a negligenciar o assunto, mas sua indicacdo pela homeopatia
tradicional justifica a realizacdo de estudos sistematicos cuidadosos, para
averiguacdo de seu real potencial terapéutico. Assim, a atenuacdo de sinais e
sintomas proprios de pacientes terminais, como prostracdo, ansiedade, desespero,
depresséao, distensdo abdominal, epistaxe, cianose de pele, sudorese, entre outros,
sdo descritos como parametros eletivos para a prescricdo desse medicamento
(DEMARQUE et al., 2003). Segundo Hahnemann, oCA seria um medicamento para
ser usado em pessoas melancdlicas, desapegadas da vida e em mulheres com né

doloroso nas mamas e abdome inchado. Seu uso é destacado para tratamento de
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pacientes portadores de neoplasias que tenham infiltrado inflamatério purulento
(HAHNEMANN, 1935).

Segundo dados do PRASANTA BANERJI HOMEOPATHIC RESEARCH
FOUNDATION (PBHRF - http://www.pbhrfindia.org), o medicamento homeopatico

Carbo animalis (CA) é citado nos protocolos indicados para o tratamento de
carcinoma de eso6fago, Utero, cérvix, ovario, apéndice e colon. Nessa instituicao, os
medicamentos homeopaticos sdo o0 Unico meétodo de tratamento de diversas
doencas, incluindo neoplasias. A PBHRF atende, em média, 3.500 pacientes
oncoldgicos por ano, utilizando protocolos proprios.

Em estudo anterior, realizado por Cardoso (2014), demonstrou-se que
animais portadores da forma ascitica do tumor de Ehrlich e tratados com CA 6cH
apresentavam mudancas significativas na populacdo leucocitaria tumoral, com
aumento na propor¢cdo de células T CD25+ em relacdo as células T totais;
diminuicdo na razdo entre células CD19+/CD19- (linfocitos B2 / demais linfécitos);
aumento na razao entre células B1/B2 e aumento de células CD11b+ (fagdcitos) no
sitio primario do tumor, sugerindo efeito imunomodulador no microambiente tumoral.
Por outro lado, os animais tratados com uma mistura de poténcias entre CA 6¢H e
CA 30cH, na propor¢ao 1:1 (nomeado como “MIX”), apresentaram aumento no
namero de células CD3+ (linfocitos T) e células NK aderidas as células tumorais,
bem como aumento na razdo entre células CD19+/CD19- (linfécitos B2 / demais
linfécitos), no sitio primario do tumor. Tal resultado ainda merece elucidagdo, mas
inspira a continuidade dos estudos. Por outro lado, a migracdo de macréfagos e seu
precursor (células B1) para o sitio de inoculacdo do tumor apds o tratamento com
CA 6¢H foi um dos achados mais relevantes deste estudo.

Tais dados, em adicdo a quantidade expressiva de material cientifico, focado
na compreensao dos mecanismos de acdo, bem como nos relatos de aplicacdes
clinicas e de acdes governamentais e institucionais, ao redor do mundo,
relacionados ao uso da homeopatia na oncologia, motivaram-nos a dar continuidade
ao estudo desse medicamento. O objetivo deste trabalho, portanto, foi elaborar uma
metodologia in vitro, que pudesse recriar uma parcela importante do microambiente
tumoral, envolvendo a relacdo entre macrofagos e ceélulas neoplasicas, para o

estudo de alguns de seus mecanismos.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A partir dos dados obtidos nos estudos anteriores, realizados in vivo, sobre os
efeitos do CA no tratamento de camundongos portadores do tumor de Ehrlich,
formulamos nossa atual hipétese: seria o CA, em diferentes poténcias
homeopéticas, capaz de modificar diretamente certas fun¢cdes macrofagicas, como a
atividade oxidativa, a morfologia, a capacidade de fagocitose e a producdo de
citocinas, frente a tumores agressivos?

O objetivo deste trabalho, portanto, foi observar in vitro as possiveis
modificacdes na atividade bioldgica de macréfagos em co-cultura com células 4T1,
frente a exposicdo a diferentes diluigbes homeopaticas do medicamento Carbo
animalis, no intuito de estabelecer os possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos

observados anteriormente in vivo.
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3 METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados sete grupos de tratamento, conforme o quadro descritivo
abaixo (Quadro 1).

Quadro 1 — Composicao dos diferentes tratamentos e controles nas placas de cultivo
1 Macréfagos

4T1

Macrofagos + 4T1

Macréfagos + 4T1 + Veiculo (Agua dinamizada)
Macrofagos + 4T1 + CA 6¢H

Macrofagos + 4T1 + CA 30cH

Macréfagos + 4T1 + CA 6¢cH + 30cH (MIX)

N O O Al WO

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Preparacdo dos medicamentos

O Carbo animalis (CA), nas poténcias 5cH e 29cH, preparado em veiculo
hidro- alcodlico (alcool 30%), foi fornecido por farmacia homeopética credenciada
pela ANVISA (Sensitiva®). A dltima diluicdo do medicamento foi realizada em agua
pura (obtida por osmose reversa) estéril e submetida ao processo de sucussao
automéatica em braco mecanico Denise (AUTIC®), para que chegasse as poténcias
6¢cH e 30cH. Esse procedimento permite a reducdo da concentracdo de alcool em
100 vezes, o0 que evita possiveis efeitos citotoxicos do veiculo sobre as células,
durante o experimento. O controle foi feito com o veiculo, agua pura estéril, também
submetida aos mesmos procedimentos de sucussdo realizados com 0s
medicamentos, sendo chamada de “agua dinamizada”.

Todos os procedimentos de preparo e estocagem seguiram as normativas
descritas na Farmacopéia Homeopatica Brasileira (32 edicdo) (ANVISA, 2011). Toda
manipulagdo dos medicamentos foi feita em fluxo laminar. Antes de serem aplicados
sobre as culturas celulares, os medicamentos e o veiculo foram filtrados em filtro

Millipore de 22 micra, para completa esterilizacao.
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3.3 Codificacao dos frascos

Antes de iniciar o estudo, os frascos dos medicamentos prontos para serem
estudados, assim como o veiculo, tiveram suas etiquetas trocadas por um
funcionario do laboratério que ndo se encontrava envolvido diretamente na
experimentacdo. As etiquetas originais e os respectivos codigos foram mantidos em
envelope lacrado durante todo o ensaio e 0 mesmo so foi aberto apds o término da

analise estatistica. Dessa forma, todos os ensaios foram realizados em cego.

3.4 Cultura de macréfagos peritoneais e co-cultura com células 4T1

Os macrofagos RAW 264.7 foram obtidos do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e mantidos congelados em
aliquotas, em temperatura de -80°C. As células 4T1 (células de carcinoma mamario
murino) foram obtidas da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e mantidas
congeladas em aliquotas, em temperatura de -80°C.

ApGs o descongelamento, as células foram expandidas em garrafas de cultura
pequenas e incubadas em 3 mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (R10), a 37°C, com atmosfera de 5% CO,. Para a realizagdo do ensaio, 0s
macrofagos foram distribuidos em placas de 24 pocos, contendo uma laminula
redonda estéril no fundo de cada poco. Para isso, as células ndo aderentes a garrafa
foram removidas com PBS e as células aderentes foram removidas com “cell
scraper” em meio RPMI, sendo, em seguida, centrifugadas, contadas em camera de
Neubauer e ressuspensas em meio R10.

Em fluxo laminar, o plagueamento foi feito inserindo-se 50 pL de R10,
contendo 10° células por poco, sobre uma laminula redonda, movendo-se
horizontalmente a placa para a correta distribuicdo das células sobre as laminulas. O
inoculo (células 4T1) foi adicionado sobre as células aderidas, na propor¢édo 2:, e
incubado por 06 ou 48 horas. As amostras foram processadas em quadruplicata.

Em funcdo do protocolo proposto, varios procedimentos foram feitos a partir
dessa etapa: 1) o sobrenadante de cada poco foi removido e congelado a -80°C,
para posterior dosagem de NO e citocinas; 2) as laminulas foram fixadas com

metanol absoluto, por 15 minutos e coradas com hematoxilina-eosina. Em seguida, o
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namero de células totais foi computado; 3) a morfologia das células e a interacéo

entre elas foi analisada semi-quantitativamente.

3.5 Analise morfolégica das células

ApGs a fixacdo e a coloracdo com eosina-hematoxilina, as laminas foram lidas
em microscopio optico. Foram observados os seguintes padroes:
— Nudmero total de células por campo:

e Contamos o total de células por campo com lente objetiva de aumento
40X. Vinte campos foram analisados, por l|amina, por trés
observadores diferentes.

— Interacao celular:

e Outro parametro analisado foi a interacdo célula-célula, usando lente
objetiva de 40X. Contamos quantas células faziam contato direto
umas com as outras e quantas células estavam isoladas, sem contato
com as adjacentes. Vinte campos por lamina foram analisados por
trés observadores diferentes.

— Expressao de pseudopodes:

e A expressao de pseudopodes (ou espraiamento) pelas células foi
observada e quantificada automaticamente pelo software
MetaMorph®, utilizando o parametro “area” (em pixels). Vinte campos

por lamina foram fotografados e submetidos a analise automatica.

3.6 Ensaio de producao de Oxido Nitrico

Os sobrenadantes, apds o descongelamento, foram transferidos para a placa
de leitura de 96 pocos, aos quais foi adicionado o reagente Griess (1% de
sulfanilamida, 0,1% de nafitil-etileno-diamina-dihidroclorito em 2,5% de &cido
fosforico) na proporgéo de 1:1 (v/v) com o sobrenadante. Em seguida, a placa foi lida
em leitor de ELISA, a 550 nM. Os valores de leitura foram comparados com uma
curva padrédo de NaNO; (5, 10, 30, 60 uM) e os resultados foram expressos em uM

de nitrito liberado por 10° células.
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3.7 Avaliacao da producao de citocinas, quimiocinas e VEGF

Os sobrenadantes de cultura dos macrofagos e células tumorais, recolhidos
apos 48 horas de incubacéo, foram descongelados e utilizados para a dosagem de
citocinas, quimiocinas e VEGF-A. A dosagem foi feita pelo método MAGPIX-Luminex
®, utilizando o Kit e-Bioscience de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O Kit
inclui os sistemas de deteccdo dos seguintes peptideos: IL1-a, IL-1B, IFN-y, IL-10,
IL-6, VEGF-A, TNF-a, RANTES/CCL5, GM-CSF, I1L12-p40, IL12-p70, MIP-1 B/CCL4,
MCP-1/CCL2. As amostras foram analisadas em quadruplicada. Os resultados foram
expressos em pg/ml. Amostras com quantidades abaixo do limite de detecg&o foram

registradas como “zero”.

3.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa IBM SPSS, versao
21.0, e do programa GraphPad Prism, versao 6.0, para o Windows™. A normalidade
foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e por inspecdo de graficos quartil-
quartil (Q-Q plot). A homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste de Levene
e a correcao de Welch foi aplicada a ANOVA em casos de ndo homogeneidade. Os
outliers foram avaliados por inspecéo de box-plots e removidos, se necessario.

Os resultados foram avaliados por meio de ANOVA de uma via e pos-teste de
Dunnett, Tukey ou Games-Howell, segundo o caso. O eta-quadrado parcial (n%), uma
medida do tamanho do efeito, também foi relatado. Esse parametro foi
particularmente atil para variaveis, apresentando grandes valores de desvio e
analises, com valores p que poderiam levar a erros de tipo | (rejeicdo de uma
hip6tese nula verdadeira) ou Il (retencéo de hipéteses nulas falsas).

O nivel de significancia, em todos os casos, foi fixado em a = 0.05 e os

gréaficos foram elaborados utilizando-se o software Prism 7.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo morfoldgico descritivo das culturas celulares

Analisando os padr6es morfolégicos das co-culturas por meio da coloracao de
hematoxilina e eosina (na placa de cultivo), verificamos que a co-cultura ndo tratada
entre macréfagos e 4T1 com apenas seis horas de inoculacdo ja apresentava
reducdo no numero de células total em relacdo a cultura simples de macroéfagos,
sugerindo certa competicdo entre as mesmas pelo consumo do meio de cultura ou
inibicdo direta entre elas (Tabela 1). A reducdo marcante de células 4T1,
isoladamente, também sugere certa instabilidade dessas células na adaptacdo ao
ambiente da cultura (Tabela 1).

Curiosamente, o tratamento das culturas com agua dinamizada (veiculo), por
si sO, restabeleceu o numero de células nas co-culturas, a um nivel proximo ao
observado na cultura simples de macréfagos. Por outro lado, uma reducéo
expressiva do numero de células somente foi observada apds o tratamento com a
mistura de poténcias de CA (MIX). Tais oscilagbes também se repetiram na andlise
das interacBes entre células, obedecendo as mesmas propor¢cdes. A emissdo de
pseuddpodes (spreading), nas células ndo-tratadas, foi proporcional ao niumero de
células presentes. Dentre os diferentes tratamentos, a emissdo de um namero maior
de pseudopodes foi vista apenas apds o tratamento com CA 6¢H (Tabela 1).

Apbs 48 horas de interacdo entre as células, observou-se predominio no
crescimento de células 4T1, isoladamente, em relacdo aos macréfagos e as co-
culturas, o que pode ser explicado pela grande velocidade de multiplicacdo dessas
células. Da mesma forma, a frequéncia de interacBes celulares e o spreading
também obedeceram as mesmas propor¢cdes. Nesse caso, somente as células em
co-cultura tratadas com MIX apresentaram reducdo no numero de células por
campo, na ocorréncia de interacdes celulares e na emissdo de pseudopodes, em
relacdo ao controle tratado com veiculo (agua dinamizada), sugerindo a
permanéncia de efeitos citotoxicos mesmo apos 48 horas de incubacdo. Esses
dados encontram-se na Tabela 1, Figuras 1 e 2. Nessa analise, ndo foi possivel
diferenciar macrofagos e células 4T1, em funcdo da morfologia muito parecida entre

ambas, como se vé na Figura 1.
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Figura 1 — Células fixadas em metanol, coradas por hematoxilina e eosina. Objetiva 40X.
A. macrofagos com 6 horas de incubag¢do em placa de cultura, B. macréfagos com 48 horas em placa
de cultura, C. células 4T1 com 6h horas de incubagédo e D. células 4T1 com 48h de incubagdo em
placa de cultura

R AR
v’
& ¢ 2

Fonte: Acervo da autora.
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Tabela 1 — Andlise descritiva da morfologia celular em co-culturas de macrofagos raw 264.7 e células
411, levando-se em conta os parametros: nimero total de células por campo, interagées celulares por
campo e espraiamento / emissao de pseuddpodes (area em pixels). Os dados representam média e
desvio padrao nos diferentes grupos de tratamento e porcentagem em relacdo ao veiculo (agua
dinamizada). As medidas foram tomadas apds 06 e 48 horas de incubacéo. UT = controle nédo
tratado; MO = macréfago; DW = 4gua dinamizada; CA = Carbo animalis; MIX = mistura de poténcias

6¢H e 30cH

Analise morfoldgica em 06 horas de incubagao

TRATAMENTOS CELULAS/CAMPO INTERACAO SPREADING
CELULAR (PIXELS)
CONTROLES UT-MO MEpia/ 28.95+11.68 16.91+9.10 50364.15 +
DESVIO 18047.20
UT-4T1 MEpia/ 4.11+2.23 1.83+ 8884.44 +4302.26
DESVIO 203
UT-MO +4T1 MEpia/ 17.66+10.22 10.50+9.47 19820.30 +
DESVIO 10741.10
DW MEepia/ 25.51 +36.65 16.18 + 24206.60 +9570.30
DESVIO 34.95
EXPERIMENTAIS  CA 6 CH Mépia/ 25.43 £15.67 14.15 + 33708.00 +
DESVIO 11.52 17079.40
PORCENTAGEM +0.3% -12.5% +39.2%
CA30cH MEpia/ 20.63+£12.94 12.80 30216.10
DESVIO 10.50 15243.33
PORCENTAGEM -19.1% -20.9% +24,8%
MIX MEpia/ 16,60+ 8.82 7.76+ 22195.85 +
DESVIO 7.35 11334.00
PORCENTAGEM -34.9% -52,0% -10.2%
Analise morfoldgica em 48 horas de incubagao
TRATAMENTOS CELULAS/CAMPO INTERACAO SPREADING
CELULAR (PIXELS)
CONTROLES uT-MO MEpia/ 6.05+0.19 1.91+0.79 20221.25+
DESVIO 12814.74
UT-4T1 MEpia/ 54,98 +3.57 50.22+4.61 115482.20
DESVIO 54366.18
UT-MO +4T1 MEpia/ 17.65+16.68 18.52 + 45398.72 +
DESVIO 42.12 77378.50
DW MEpia/ 28.55+3.72 20.71+£3.90 37565.20 +
DESVIO 18202.72
EXPERIMENTAIS CA 6 CH MEpia/ 24.13+0.43 18.01+2.83 42100.6 £ 14548.61
DESVIO
PORCENTAGEM -15.5% -13.0% +12.0%
CA30cH MEpia/ 17.48+2.10 11.30+0.62 32406.55 +
DESVIO 11966.90
PORCENTAGEM -38.7% -45.4% -14.9%
MIX MEpia/ 7.18+0.14 1.51+£0.10 14644.25 +6767.47
DESVIO
PORCENTAGEM -59.3% -92.7% -61.0%

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 2 — (A) expresséo de pseuddpodes por macréfagos; (B) expressao de pseudbépodes por
células 4t1; Tempo de 48h de incubacéo. Coloragdo por hematoxilina e eosina. as setas indicam os
pseudopodes observados. Objetiva 40X
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Fonte: Acervo da autora.

4.2 Producéo de Oxido Nitrico

Em 6 horas, notou-se aumento transitério na producao de NO nas co-culturas
tratadas com CA 30cH, em relacédo ao veiculo [ANOVA, Games-Howell, p=0.004, F
(6, 6.76) = 17.036, n? = 0.392], conforme representado na Figura 3.

Em 48 horas, houve aumento da variancia, mas nao houve significancia
estatistica entre os tratamentos experimentais (Figura 3), exceto entre 0s grupos 4T1
(linha base pontilhada) e 4T1 + macréfagos (controle ndo tratado) [ANOVA, Games-
Howell, p=0.034, F (6, 16) = 2.942, n® = 0.525], indicando efeito aditivo da co-cultura
na producédo desse mediador quimico.

Figura 3 — Dosagem de nitrito/nitrato (6xido nitrico, em uM para 105 células) no sobrenadante de co-
culturas de macrofagos RAW 264.7 e células 4T1, em diferentes tempos: 6 horas (A), 48 horas (B).
Em ambos os casos, a correcao de welch foi aplicada. Os valores estéo representados por média e
desvio padrdao. *ANOVA, Games-Howell, p=0.004, F (6, 6.76) = 17.036, n2 = 0.392. A linha reta
indica o valor médio de NO para a cultura pura de macréfagos e a linha pontilhada indica o valor
médio de NO para a cultura pura de células 4T1
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4.3 Dosagem de citocinas

As co-culturas tratadas com CA 6cH mostraram aumento na concentragao
das citocinas IL1 alfa e IL-12(p40) no sobrenadante, ap0s 48 horas de incubacao.
Tal aumento se deu em relacdo ao controle de co-cultura ndo tratada, sendo que
apenas a IL12(p40) ndo apresentou efeito similar ao veiculo, dado considerado
como efeito especifico do medicamento (Tabela 2, Figuras 4 e 5).

As dosagens de IL6, MCP-1 e y INF mostraram diferengas significantes entre
o controle ndo tratado (Macréfagos + Tumor) e os demais grupos, correspondendo a
efeito inespecifico provocado pela introducdo do veiculo no meio de cultura (Tabela
2).

Tabela 2 — Concentracéo de citocinas (pg/ml) dosadas a partir do sobrenadante de culturas de
macrofagos RAW 264.7 e células 4T1 tratadas com Carbo animalis em diferentes poténcias. 48 horas
de incubagdo. *ANOVA / Dunnett para a IL12 p40, F(4,15)=4,04; p=0,02; n2=0,519; ParaaIL 1
alpha, F(4,15)= 3,043; p=0,051; n2=0,048; Para IL6, F(4,7.19)= 26,455; p=0,001; n2=0,677; Para
MCP-1, F(4,15)=13,852; p=<0,001; n2=0,787; Para VINF, F(4, 7.27)=3,86; p=0,055; n 2=0,375 em
relacdo ao controle ndo tratado (macréfago + tumor). Valores expressos em média e desvio padrédo

Citocina/ 4T1+MO MO 471 CA CA MIX DW
Quimiocina 6¢cH 30cH
TNFALFA MEDIA 1100,5 2219 208,12 1652,5 1188,25 1454,5 1651
DESVIO 305,30 33,94 209,13 247,41 281,02 232,46 352,49
VEGF MEDIA 4,20 2,12 2,01 8,08 22,46 9,41 6,08
DESVIO 3,23 0,16 0,12 2,78 18,83 9,13 6,10
RANTES MEDIA 85,72 9,945 131,48 130,75 121,73 104,11 125,76
DESVIO 41,96 0,85 60,13 6,60 27,96 18,30 22,33
GM-CSF MEDIA 0,63 0,27 0,105 1,23 0,15 0,80 0,69
DESVIO 1,06 0,26 0,13 1,16 0,20 0,96 1,04
MIP-1BETA MEDIA 14951 15673 7252 16340,25 15201,5 15621,25 16008,75
DEsviO  1838,76 626,49 6561,95 642,25 1009,52 596,17 833,91
IL12(P40) MEDIA 3,31 3,63 3,42 6,14 * 3,85 4,70 5,00
DESVIO 0,97 0,15 0,29 1,58 0,73 0,49 1,163
IL12(P70) MEDIA 3,73 3,43 2,22 5,76 3,10 4,68 4,96
DESVIO 1,96 0,56 0,20 2,78 0,87 1,48 2,33
MCP1 MEDIA 12492,5 11279 3583,5 147425 13801 14106 14296,25
*
DESVIO 640,29 1093,18 2095,15 416,33 536,83 257,87 329,50
IL6 MEDIA 357 68,6 54,51 831,75 834 737,25 881,50 *
DESVIO 66,16 0 9,96 53,67 263,57 87,57 179,70
IL10 MEDIA 872,25 451 7,765 1170,5 1084,25 1043,5 1143,5
DESVIO 241,73 241,83 8,25 86,96 282,19 202,80 311,75
IL1BETA MEDIA 119,74 53,34 3,87 143,5 98,22 1245 143,25
DESVIO 25,39 9,75 2,78 33,60 30,58 8,58 32,35
IL1ALFA MEDIA 372,5 67,92 12,82 518,5* 428 461,25 508,50 *
DESVIO 52,51 24,42 12,78 60,25 82,28 50,07 89,67
VINF MEDIA 2,93 3,44 2,53 4,20 2,61 3,57 3,42 *
DESVIO 3,31 3,55 2,57 4,09 2,56 3,54 3,2

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4 — Concentracdes de 1L12(p40) no sobrenadante (pg/ml) obtido a partir da co-cultura de
macréfagos RAW 264.7 e células 4T1 tratadas com Carbo animalis em diferentes diluigbes
homeopdticas. Os valores representam média e erro padrdo. * ANOVA/Dunnet, F (4,15) = 4,04;
p=0,02; n2=0,519. Neste caso, a correcdo de Welch foi aplicada. A linha reta indica o valor médio de
IL12p40 para a cultura pura de macréfagos e a linha pontilhada indica o valor médio de 1L12p40 para
a cultura pura de células 4T1
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Fonte: Acervo da autora.

Figura 5 — Concentracdes de IL1 alpha no sobrenadante (pg/ml) obtido a partir da co-cultura de
macrofagos RAW 264.7 e células 4T 1tratadas com Carbo animalis em diferentes diluicdes
homeopaticas. Os valores representam média e erro padrdo. * ANOVA/Dunnet, F (4,15) = 3,043;
p=0,051; n2=0,048). Neste caso, a correcéo de Welch foi aplicada. A linha reta indica o valor médio
de IL1alfa para a cultura pura de macréfagos e a linha pontilhada — sobreposta ao eixo X — indica o
valor médio de IL1alfa para a cultura pura de células 4T1
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5 DISCUSSAO

Como percebemos ao longo do desenvolvimento deste trabalho e na literatura
cientifica de artigos sobre o tema homeopatia na oncologia, aumentou
consideravelmente o interesse em compreender o real papel dos medicamentos
diluidos acima do numero do Avogadro na modulacdo da biologia tumoral,
sobretudo, em que medida tais efeitos ocorrem de forma especifica e diretamente
sobre os tumores, modificando a expressao de oncogenes (MONDAL et al., 2016;
SIKDAR et al., 2011; KHUDA-BUKHSH et al., 2011; RAMAMOORTHY, 2015), ou
indiretamente, modificando a resposta imune, sistémica ou local, cujo foco é o
balangco dos componentes do microambiente tumoral (NOGUEIRA et al., 2016;
AMARAL, 2015; CARVALHO, 2015).

Dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo (CARDOSO, 2014) mostram
efeitos imunomoduladores do CA 6¢cH e CA 6¢H/30cH in vivo, sobretudo na
migracdo de macrofagos e células NK para o sitio de inoculacdo do tumor de Ehrlich.
Dessa forma, os dados obtidos no presente estudo, utilizando células 4T1 in vitro,
complementam e elucidam alguns aspectos relacionados aos efeitos do CA na
relacdo macrofago — tumor. Os achados observados podem ser resumidos em: a)
aumento transitorio do spreading em co-culturas tratadas com CA 6¢H; b) aumento
transitorio na producdo de IL 12(p40) em co-culturas tratadas com CA 6c¢cH; c)
aumento transitério na producdo de NO em co-culturas tratadas com CA 30cH; d)
reducdo do nimero de células e das interacBes celulares nas co-culturas tratadas
com CA 6¢cH/30cH (MIX).

Quando observamos aumento transitério de NO no grupo tratado com CA
30cH, percebemos que ha uma variacdo muito pequena em relacdo aos grupos
controle. Assim, ainda que haja significancia estatistica, a relevancia biolégica desse
dado é discutivel. Além disso, chama a atencéo a atividade do veiculo per se, agua
dinamizada, no caso, no sentido de aumentar o nimero e o spreading das células
em co-cultura (macrofagos e células 4T1) bem como a producdo de MCP-1 e das
citocinas pro-inflamatérias IL6, yINF, IL1 alfa. Para explicar os efeitos pro-
inflamatorios inespecificos, pode-se propor a hipotese da participacdo das
nanobolhas de ar presentes nas preparacdes dinamizadas, que sdo bem descritas
na literatura (DEMANGEAT, 2013, 2015) como oferta suplementar de oxigénio para

as células tumorais e para os macréfagos, implicando no aumento da atividade
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oxidativa celular. Tal hipétese, contudo, ainda depende de estudos especificos para
sua completa elucidacao, embora condizente com os dados descritos por Madera et
al. (2015), em que a co-cultura de macréfagos e células 4T1 potencializa a resposta
macrofagica a estimulos flogisticos inespecificos, como o LPS. Nesse caso, as
provaveis nanobolhas atuariam como estimulo pro-inflamatorio.

Os macrofagos estéo presentes na maior parte dos tecidos dos vertebrados e
invertebrados. Sa&o células multifuncionais, porém, mais conhecidas por sua
participacdo na resposta imune (AMIT et al.,, 2016; OKABE; MEDZHITOV, 2016).
Dentre as diferentes fungbes dos macrofagos, destacam-se a participagdo em
tecidos associados a doencas autoimunes, a obesidade, as doencas
neurodegenerativas e o cancer (EDITORIAL, 2016). Os macrofagos, entre outras
células do sistema imune, produzem citocinas, que sdo moléculas de sinalizacdo e
que regulam uma variedade de processos imunolégicos, bem como a inflamacao e a
reparacao tecidual. Cada citocina liga-se a um receptor celular especifico e inicia
uma via de sinalizacdo celular, para modificar a funcdo das células-alvo, incluindo
regulacdo de varios genes especificos, de acordo com o contexto celular. Dessa
forma, atua como o principal meio de comunicacdo entre os macréfagos e seu
microambiente, interferindo na migracdo de outras células e na eficiéncia do
processo de fagocitose (DUQUE et al., 2014).

O carcinoma mamario 4T1, por sua vez, € uma linhagem de células tumorais
transplantaveis, invasiva, e que pode fazer metastases, a partir da glandula
mamadaria, para o sangue, linfonodos, pulméo e outros 6rgdos, espontaneamente, 0
que torna essas células um modelo experimental adequado para o estudo de fatores
influentes no desenvolvimento do cancer de mama humano, incluindo intervencées
terapéuticas (PULASK; OSTRANDROENBERG, 2000). Recentemente, observou-se
que co-culturas entre células 4T1 e macréfagos de medula 6ssea de camundongos
(cultura primaria) induziam o aumento da sensibilidade dos macrofagos a estimulos
inflamatorios, resultando na maior producéo de citocinas pro-inflamatérias e NO, de
forma dependente de NFk-B. Um dos mecanismos provaveis dessa regulacdo
ocorreria pela liberacdo de fatores solluveis da parte das células 4T1 e pela
fagocitose de exosomas produzidos por essas mesmas células (MADERA et al.,
2015).

No presente estudo, por meio da coloragdo hematoxilina-eosina e da analise

morfologica de co-culturas entre macréfagos RAW 264.7 e células tumorais 4T1, foi
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possivel identificar véarios fatores sensiveis ao CA em diferentes diluicdes
homeopéticas. Curiosamente, os efeitos mais significativos, nessa fase dos estudos,
deram-se a partir do tratamento das co-culturas com CA, preparado a partir de uma
mistura de poténcias (6¢cH+30cH) denominada MIX. A reducdo do namero de células
e de suas interagdes, apos esse tratamento, foi claramente observada em ambos os
tempos observados, sugerindo fortemente uma agéo citotoxica do mesmo sobre as
co-culturas.

Os dados obtidos anteriormente in vivo mostram que camundongos
portadores de tumor ascitico de Ehrlich e tratados com MIX apresentaram aumento
na incidéncia de sintomas clinicos (embora sem significancia estatistica), associada
a aumento do numero de células CD3+ e de células NK aderidas as células tumorais
em suspensdo (CARDOSO, 2014). Entende-se, portanto, que a resposta dos
macréfagos ao MIX, no microambiente tumoral, poderia incluir a producéo de fatores
soluveis citotdxicos para o tumor, concomitantemente ao recrutamento de linfocitos T
e NK. De fato, a interacdo exclusiva entre macréfagos e células 4T1 in vitro mostrou
evidéncias de citotoxicidade, que poderdo ser confirmadas, futuramente, por
modelos experimentais especificos.

Desnecessério dizer que ensaios clinicos ainda sdo necessarios, para que tal
indicacdo se consolide, sobretudo em face a caréncia de estudos sobre esse
medicamento e sobre os efeitos de poténcias homeopéticas misturadas em uma
mesma preparacdo. Em relagcdo a esse Ultimo item, outro trabalho desenvolvido
anteriormente pelo nosso grupo mostrou a potencializacdo de efeitos moduladores
da peritonite induzida por LPS em camundongos tratados com Atropa belladona e
Echinacea angustifélia, quando em poténcias misturadas, em comparacao com as
poténcias simples 6¢cH, 30cH e 200cH (PEDALINO et al., 2004). A iniciativa de
misturar poténcias homeopaticas ja havia sido proposta por Madeleine Bastide, nos
anos 80, em diversos modelos experimentais na area de imunologia. Um compilado
desses trabalhos classicos encontra-se em revisdo publicada recentemente
(BONAMIN; BELLAVITE, 2015). Trata-se, portanto, de um campo de trabalho
interessante, a ser desenvolvido clinica e experimentalmente.

Com esses achados, notamos que o MIX comporta-se como um terceiro
medicamento, cujos efeitos séo distintos dos efeitos observadas nas diluices
simples: CA 30cH e CA 6¢H. Essa observagdao nao causa surpresa e alinha-se aos

achados obtidos por Nogueira (2015), de que “diferentes diluicbes do mesmo
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medicamento possuem ac¢des nédo lineares, ao contrario da crencga popular de que o
medicamento de diluicAo mais alta € mais forte”. A néo linearidade das poténcias de
CA e a nado ocorréncia de efeito aditivo com a mistura das mesmas reforca tal
observacdo. A expressdo de pseudopodes pelas células em co-cultura foi outro
parametro de andlise que nédo foi alterado pela presenca do CA em poténcias
isoladas, mas apenas na mistura entre elas. De fato, uma grande variabilidade de
padrées morfolégicos foi encontrada em todos o0s pocos contendo co-culturas
celulares, o que indica o marcante polimorfismo das células 4T1, embora a reducéo
dos prolongamentos seja uma marca importante de citotoxicidade (DI et al., 2014).

Diferentemente, o CA 6¢cH mostrou atividade imunomoduladora sobre os
macrofagos, relacionada a maior produgdo de IL1a e IL12(p40). Contudo, a
dosagem de IL1a também apresentou aumento estatisticamente significante em
células tratadas apenas com veiculo (dgua dinamizada), indicando ser especifico
apenas o aumento de IL12(p40) deflagrado pelo CA 6 cH. O papel da 1L12(p40), na
biologia celular, € bem descrito na literatura, sendo a precursora da citocina ativa
IL12 nos macrofagos. Yuzhalin et al. (2012) mostraram que a IL12 seria um
importante candidata a imunoterapia para o tratamento do cancer, pois essa citocina
tende a desempenhar papel central no desenvolvimento da resposta imune
antitumoral. De fato, alguns estudos mostram a expressao de IL12 por macréfagos
associados a tumores (YAMAGUCHI et al., 2016).

Um estudo realizado por Baay et al. (2011), mostrou que a IL12 é
normalmente produzida por macrofagos M1, promovendo resposta tumoricida e
induzindo regresséo tumoral em ratos. O autor indica que macrofagos polarizados
para M2 no sitio tumoral estdo associados ao crescrimento, angiogénse e metastase
dos tumores, além de menor producdo de IL12. Dessa forma, a producédo de IL12
por macrofagos infiltrantes de tumor ¢é wuma indicagdo importante de
imunocompeténcia contra o desenvolvimento de neoplasias. Além disso, numerosos
estudos relatam que a IL12 promove a destruicdo efetiva de células cancerosas,
tanto in vivo como in vitro, e que tem atividade anti-angiogénica, inibindo a
polarizacdo de macrocrofagos para o perfil M2 (YUZHALIN et al., 2012). A 1L12
também esta associada a ativacao de linfocitos T, em particular, a resposta Thl,
outro aspecto importante na resposta contra tumores (ZUNDLER et al., 2015). Tal
tendéncia a resposta imune do tipo Thl também foi observada in vivo, em

camundongos portadores de tumor de Ehrlich, tratados com CA 6cH. Nesse caso,
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observou-se aumento de células CD25+ entre a populacao de células T e aumento
de células CD11b+ (fagocitos) no sitio tumoral, em comparacdo ao controle
(CARDOSO, 2014).

O aumento de IL12(p40), isoladamente, em relacdo as demais citocinas, da a
dimenséo da especificidade do CA 6¢H, quando comparado a outros medicamentos
testados in vitro. Conforme relatos recentes, substancias altamente diluidas,
preparadas homeopaticamente, atuam sobre a expressdo génica de forma
extremamente pontual. Assim, somente a expressdao de MCP-1 € inibida por
macrofagos infectados com L amazonensis in vitro e tratados com Antimonium
crudum 30cH. Tal especificidade ndo é por acaso: a MCP-1 é a principal quimiocina
envolvida no recrutamento de monadcitos, na resposta inflamatéria crénica, evento
fundamental para a manutencao do ciclo desse parasita (SANTANA et al., 2017). Da
mesma forma, macréfagos infectados com E cuniculi e tratados com Phosphorus
200cH in vitro apresentam pico transitorio de RANTES (CCL5): quimiocina
sinalizadora de melhor progndéstico em individuos imunossuprimidos acometidos por
infeccdes oportunistas, como é o caso do E cuniculi (BONAMIN et al., 2017).
Nenhuma outra citocina ou quimiocina apresentou modificacbes nesse ensaio. Em
Marzotto et al. (2016), apenas quatro genes foram expressos apés tratamento de
macrofagos in vitro com Arnica montana em diferentes poténcias homeopéticas.
Todos estavam relacionados com a modulacdo do processo inflamatério crénico.
Tais exemplos indicam uma caracteristica marcante de acdo dos medicamentos
homeopaticos: a exatiddo no controle da expressao génica segundo o contexto
bioldgico.

Tomados em conjunto, os dados obtidos neste ensaio in vitro sdo compativeis
com os resultados obtidos anteriormente in vivo e ainda acrescentam explicacdes
quanto aos mecanismos celulares dos macréfagos infiltrados no tumor, sob a

influéncia do CA 6¢H. Contudo, estudos adicionais ainda sdo necessarios.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que atividade biolégica de macréfagos, em co-cultura com células
4T1, frente a exposicdo a diferentes diluicdes homeopéticas de Carbo animalis,
apresenta mecanismos distintos, em funcéo das dilui¢cdes utilizadas. Os mecanismos
mais relevantes sdo: a) as alteragcbes morfoldgicas celulares, observadas apos o
tratamento das células com CA 6cH/30cH (MIX) e b) o aumento na producao de IL12
(p40) nas culturas tratadas com a CA 6¢H.

Em ambos o0s casos, notou-se correspondéncia com os achados obtidos
anteriormente, in vivo, quais sejam:

— Aumento na incidéncia de sintomas e na presenca de células CD3+ e de
células NK no microambiente tumoral, em animais tratados com CA
6¢H/30cH (MIX);

— Aumento de células CD11b+ e CD25+ no microambiente tumoral, em
animais tratados com CA 6¢H.

O modelo experimental adotado permitiu compreender caracteristicas
proprias da interacdo macr6fagos — células 4T1, além da participacdo dos
medicamentos homeopaticos em tais co-culturas, induzindo padrdes diferentes de

interacdo em funcédo da diluicdo (poténcia) utilizada.
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