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RESUMO

O melanoma ¢é responsavel pela maioria das mortes por cancer de pele, tendo alto potencial
metastatico, tratamento dificil e prognostico reservado. O extrato de Viscum album (VA) é
usado como terapia complementar no tratamento de pacientes oncoldgicos, com efeitos
citotoxicos in vitro e in vivo sobre diversos tipos tumorais. No entanto, os efeitos e mecanismos
de acdo de preparagdes ultradiluidas do VA precisam ser melhor compreendidos. Assim,
verificamos in vitro a acdo de ultradiluicdes de VA das subespécies V. album abietis e V. album
album em diferentes escalas e poténcias sobre células de melanoma murino. Para a Fase I,
tinturas maes de VA coletadas das arvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur, tanto no
verdo quanto no inverno, foram dinamizadas nas escalas decimal (DH), centesimal (CH) e
cinquenta-milesimal (LM). Ceélulas de melanoma murino B16F10 foram incubadas com a
tintura mae (TM) ou as poténcias de VA na 3DH, 12DH, 30DH, 6CH, 12CH, 200CH, 2LM,
3LM ou 5LM por 1, 24, 48, e 72 horas de tratamento para as analises de citotoxicidade pelos
ensaios de MTT e Cristal Violeta (atividade mitocondrial e viabilidade celular,
respectivamente). Foram entdo selecionadas para a Fase Il, as TMs de Abies alba e Quercus
robur, colhidas no verdo, e suas diluices homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM, para as
avaliacGes de marcadores de morte por apoptose (Anexina) ou necrose (7AAD), producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), citocinas do perfil inflamatério, morfologia celular e
capacidade migratdria. Resultados obtidos mostram que as TMs de Abies alba e Quercus robur,
ambas de verdo, promoveram diminui¢do do metabolismo celular, alta citotoxicidade, com
alteracdes morfologicas significativas e producdo de altos niveis de EROs e de citocinas
inflamatdrias. As diluicGes homeopaticas 12DH, e 5LM, derivadas destas tinturas maes,
apresentaram comportamentos de modulagdo dos processos celulares, tanto com relagdo ao
metabolismo, quanto com relacdo a replicacdo e estresse oxidativo, além de alteracdes nos
padroes de inflamacdo, mitose e migracdo. Ja as homeopatias 200CH apresentaram
citotoxicidade e altos niveis de EROs em Quercus robur e Abies alba respectivamente. Os
dados obtidos com as ultradiluicdes homeopaticas de VA sdo inéditos e fornecem bases para a
compreensdo dos mecanismos de acdo destes medicamentos, reforcando ainda a necessidade

de outros estudos sobre seus efeitos antineoplasicos.

Palavras-chave: céancer de pele, Abies alba, Quercus robur, ultradiluigdes, medicina
integrativa.



ABSTRACT

Melanoma is responsible for most skin cancer deaths. It has a high metastatic potential, complex
treatment, and a hopeless prognosis. The Viscum album extract (VA) is a complementary
treatment in oncologic patients with in vitro and in vivo cytotoxic effects on several tumor types.
However, high diluted homeopathic preparations' effects and mechanisms need further study.
Thus, this study aims to assess the in vitro effects of high diluted VA from the subspecies V.
album abietis and V. album album at different scales and potencies on murine melanoma. For
Phase I, VA mother tinctures harvested from host trees Abies alba and Quercus robur, in
summer and winter, were dynamized in decimal (DH), centesimal (CH), and fifth-millesimal
(LM) scales. B16F10 murine melanoma cells were incubated with the mother tinctures (MT)
or VA potencies of 3DH, 12DH, 30DH, 6CH, 12CH, 200CH, 2LM, 3LM, or 5LM for 1, 24,
48, and 72 hours of treatment, for cytotoxicity analysis by MTT and Violet Crystal
(mitochondrial activity and cell viability, respectively) assays. Were selected for Phase Il, the
TMs of Abies alba and Quercus robur, harvested in the summer, and their homeopathic
dilutions 12DH, 200CH and 5LM, for evaluation of cell apoptosis (Anexin) and necrosis
(7AAD) markers, reactive oxygens species (ROS) production, inflammatory cytokines profile,
cell morphology and migratory capacity. Results obtained show that the MTs of summer
harvested Abies alba and Quercus robur promoted a decrease in cell metabolism and higher
cytotoxicity, with significant morphological changes and increased production of ROS and
inflammatory cytokines. Their homeopathic dilutions 12DH and 5LM showed metabolism, cell
replication, and oxidative stress modulation, along with inflammatory cytokines, mitosis, and
migration pattern changes. The 200CH homeopathies, on the other hand, showed increased
cytotoxicity and ROS levels in Quercus robur and Abies alba, respectively. The data obtained
with homeopathic high dilutions of VA are unprecedented, and provide a basis for
understanding the mechanisms of action of these remedies, reinforcing the need for further
studies on their antineoplastic effects.

Keywords: skin cancer, Abies alba, Quercus robur, high dilutions, integrative medicine.
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1 INTRODUCAO

O melanoma é uma neoplasia maligna de melanadcitos, células produtoras de pigmentos
neuroectodérmicos (melanina), encontradas em todo o corpo (SCHADENDOREF et al., 2015).
E um céncer potencialmente letal que ocorre, mais comumente, de forma cutinea e sua
incidéncia mundial tem aumentado rapidamente ao longo dos ultimos 50 anos, sendo
responsavel pela maioria das mortes por cancer de pele, ainda que represente menos de 5%
destas (MATTHEWS et al., 2017). Quando diagnosticado precocemente, a ressec¢do da lesao
é suficiente para promover taxas de sobrevida favordveis. No entanto, trata-se de um cancer de
carater agressivo que tende a metastase. Uma vez que isto ocorre, a cirurgia ndo é mais
suficiente e a doenca se torna dificil de tratar (MATTHEWS et al., 2017).

O melanoma metastatico € um cancer resistente a quimioterapia, de alta letalidade, com
taxas de sobrevida de 6 a 9 meses ap0s diagnostico (HODI et al., 2010). Porém em 2011, com
novas terapias e imunoterapias direcionadas, um grande avango nos tratamentos foi alcancado,
aumentando a sobrevida para 5 anos (UGUREL et al., 2017). Entretanto, apesar da alta eficécia,

0s custos elevados destas terapias tornam restrito seu uso (SEKULOVIC et al., 2018).

Com o intuito de minimizar tanto os custos como os efeitos colaterais dos tratamentos
convencionais, a procura por tratamentos de medicina complementar e integrativa tem
aumentado na ultima década (BAGOT, LEGRAND, THEUNISSEN, 2021). Vérias técnicas
tém sido utilizadas por uma porcentagem substancial de pacientes que tentam melhorar sua
qualidade de vida e contribuir com o resultado da terapia convencional (FRASS et al., 2015;
SHARMA; SHARMA, 2019; BAGOT, LEGRAND, THEUNISSEN, 2021).

Preparacdes fermentadas do extrato de Visco (Viscum album) vém sendo usadas, de
acordo com parametros antroposoficos como terapia complementar no tratamento de pacientes
oncoldgicos h& aproximadamente 100 anos (FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019).
Embora a eficacia clinica do Viscum album (VA) como adjuvante no tratamento anticancer e
os beneficios associados a sobrevivéncia continuem sendo contestados, muitos estudos
demonstram suas propriedades antitumorais e imunomoduladoras (DE CARVALHO, 2015;
BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE, 2017; HOLANDINO et al., 2020).

Pesquisas demonstram que preparacdes fermentadas do extrato de VA promoveram, in
vitro, efeitos citotdxicos com presenca de corpos apoptéticos e fragmentacdo do DNA sobre
células de melanoma B16F10 (BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE, 2017). Ja em estudos
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in vivo demostraram que o Visco, em diferentes poténcias homeopaticas, induziu efeito
antiangiogénico, com reducdo do volume tumoral e necrose em melanoma murino
(BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE, 2017; BONAMIN; WAISSE, 2019).

O preparo dos extratos de VA segue rigidos parametros antroposoéficos e cientificos que
levam em consideracdo a arvore hospedeira e a época do ano para realizar a colheita, o que tem
sido feito da mesma forma para o preparo das Tinturas Mées (TM) de medicacdes homeopaticas
de VA (FELENDA et al., 2019). Dentre as principais espécies de hospedeiros de VA estao as
arvores: Malus domestica, Quercus sp., Ulmus sp., Pinus sylvestris e Abies alba. Pesquisas com
VA parasita de Malus domestica, Quercus sp. e Abies alba colhido no veréo evidenciam maior
indice de viscotoxinas, ja naquelas colhidas no inverno houve maior concentracédo de lectinas.
(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 é uma das bases das preparacdes homeopaticas. Sendo que a Homeopatia é
considerada uma modalidade terapéutica complementar, que foi desenvolvida ha cerca de 200
anos pelo médico alemdo Samuel Hahnemann, fundamentada no principio de cura pelo
semelhante — Similia similibus curantur (FRASS et al., 2015; SHARMA; SHARMA, 2019;
FELENDA; TUREK; STINTZING, 2019; DOS SANTOS et al., 2020).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém descrito o uso de medicamentos homeopaticos
no tratamento de pacientes oncoldgicos, seja para diminuir efeitos colaterais ou melhorar o
desempenho de tratamentos convencionais ou ainda, para aumentar a sobrevida e qualidade de
vida dos individuos com céancer (DE CARVALHO; PORTO; BONAMIN, 2013; REMYA,;
KUTAN, 2015; BAGOT, 2021). Nesse contexto, estudo com o modelo de tumor ascitico de
Ehrlich, em camundongos, mostrou que o uso de VA em dilui¢Bes alternadas conferia melhora
notavel na qualidade de vida desses animais com melhora das populacdes celulares
especialmente linfécitos T CD4+ e CD8+, para niveis comparaveis aos dos animais livres de
tumor, sugerindo possivel incremento na resposta imune contra o cancer (DE CARVALHO et
al., 2015; BONAMIN; WAISSE, 2019). Entretanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios
tanto para avaliar os efeitos em outras linhagens tumorais como para melhor compreensédo dos

mecanismos de acdo das diferentes escalas de poténcia desses medicamentos.
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1.1 HipoOteses

Pesquisas mostram que preparagdes feitas com o extrato de Viscum album tém efeito
citotoxico e antitumoral. Entretanto, as ultradiluices homeopaticas destes compostos teriam a
capacidade de produzir algum efeito sobre células de melanoma?

1.2 Justificativa

Sendo o melanoma um céancer de distribuicdo global, alta letalidade e dificil tratamento,
técnicas terapéuticas que promovam auxilio a terapia convencional ou ainda, que por si s0,
possam proporcionar melhor qualidade e expectativa de vida aos pacientes, devem ser

investigadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar in vitro os efeitos de diferentes diluigdes homeopaticas de Viscum album sobre

células de melanoma murino B16F10.

2.2 Especificos

o Investigar possiveis diferencas nos efeitos dos extratos de VA obtidos de hospedeiros
diferentes (Quercus robur. e Abies alba.) e colhidos nas estacBGes de inverno e verao
sobre células de melanoma B16F10;

o Avaliar os efeitos dos medicamentos homeopaticos de Viscum album preparados em
diferentes escalas de diluicdo sobre células de melanoma B16F10;

o Contribuir para a compreensao do modo de acdo das ultradiluicdes homeopaticas de
VA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Medicamentos, veiculos e cegamento.

As tinturas maes de VA utilizadas no estudo foram disponibilizadas gentilmente pela
Profa. Dra. Carla Holandino da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Estas TMs
foram preparadas conforme a farmacopeia homeopatica brasileira, a partir de plantas colhidas
das arvores hospedeiras Quercus robur e Abies alba, nas estacfes do verdo e do inverno e foram
encaminhadas para a farméacia homeopética HN Cristiano, em Sdo Paulo, para obtencdo das
ultradiluicBes homeopaéticas. Para o screening prévio da Fase | foram utilizadas 3 poténcias de
cada uma das escalas de diluicdo, sendo da escala decimal as potencias 3DH, 12DH e 30DH;
da escala centesimal: 6CH, 12CH e 200CH; e da escala cinquenta milesimal: 2LM, 3LM e
5LM. Além dessas diluigdes homeopaticas e tinturas mées, as células foram também tratadas
com os veiculos (agua sucucionada, alcool 0,3%; dinamizado e ndo dinamizado) e com o
quimioterapico carboplatina (B-platin — Blausiegel®) na concentracdo de 10%. Como controle
negativo, células B16F10 foram mantidas somente com meio completo nos periodos
correspondentes sem adi¢cdo de nenhum tratamento. As amostras foram cegadas no laboratério
da instituicdo, por pesquisadores ndao envolvidos no projeto. Para isto, os rétulos de todos os
medicamentos foram substituidos por cddigos desconhecidos pela equipe, sendo estes cddigos

revelados somente apds a analise estatistica.

3.2 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% antibidtico penicilina/estreptomicina (Gibco — Thermo Fisher Scientific), em
incubadora (Thermo Fisher) a 37°C com 5% de CO. e 100% de umidade relativa. Para coleta,
as celulas foram submetidas a breve exposicao a tripsina (Thermo Fisher) e inativagdo com

meio completo.
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Para os ensaios da Etapa I, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na
concentragéo de 2,5x103 células por poco e incubadas overnight para completa adesdo. Apds
este periodo, o sobrenadante foi retirado e substituido por meio de cultura novo contendo ou
ndo os respectivos tratamentos. As células foram mantidas nessas condicdes, sem troca de meio

nos tempos de 24, 48 e 72 horas para posteriores analises.

Para os ensaios da Etapa Il, as células foram semeadas em placas de 24 poc¢os na
concentracéo de 2x10* células por poco e em placas de 12 pogos na concentragdo de 10x10*
células por poco, e incubadas overnight para total adesdo das mesmas. Semelhante aos ensaios
da etapa I, as células foram tratadas e mantidas nas mesmas condigdes de cultura pelos periodos

de 1, 24, 48 e 72 horas, sem troca de meio.

3.3 Viabilidade celular pelo método de exclusdo por Trypan blue

Para contagem e determinacdo da viabilidade celular antes dos ensaios, 0 método de
excluséo por Trypan blue foi utilizado. Para isto, 10 uL de suspensio celular foram adicionados
a 10 pL do corante azul de tripan (dilui¢do 1:2), apés homogeneizacdo, 10 pL desta solugao
foram colocados na camara de Neubauer para quantificacdo das células vivas (ndo coradas) e
mortas (coradas). Para a realizacdo dos ensaios, culturas celulares com viabilidade acima de

90% foram utilizadas.

3.4 Atividade metabdlica por ensaio de MTT (tetrazolium salt3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

Para avaliar a atividade metabolica celular foi realizado o ensaio de MTT. Para isto,
células foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentragio de 2,5x10° células por pogo e
mantidas em cultura com os respectivos tratamentos por 24, 48 e 72 horas. Trés horas antes de
completar os respectivos periodos de incubagdo (21, 45 e 69 horas apds tratamentos,
respectivamente) os sobrenadantes foram substituidos por 100 uL da solu¢do de MTT (0,5
mg/mL), para incubacéo ao abrigo da luz nas mesmas condicdes de cultura. Apos este periodo

a solucdo de MTT foi retirada e 100 uL. de DMSO foram adicionados para incubacao ao abrigo
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da luz, em estufa a 37°C por 10 minutos, ao término do periodo de incubacdo, placas contendo
as células foram entdo retiradas da estufa e imediatamente lidas em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 550nm.

3.5 Ensaio de Viabilidade por Cristal Violeta

A viabilidade celular ap6s cada tratamento foi verificada pelo ensaio colorimétrico com
cristal violeta. Para isto, células foram cultivadas em placas de 96 pogos na concentracdo de
2,5x10° células por poco. Apés 24, 48 e 72 horas dos respectivos tratamentos, sobrenadantes
foram descartados e os pogos com células aderidas foram lavados duas vezes com 150 pL de
tampdo fosfato-salino (PBS de phosphate buffered saline) 1X. Em seguida foram adicionados
100 pL de solucdo contendo etanol com &cido acético na proporcdo 3:1 sendo mantido em
incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, esta solucéo foi substituida por
100 pL de Cristal Violeta 0,1% para incubagédo ao abrigo da luz, & temperatura ambiente por
mais 10 minutos. Logo, o corante foi descartado e os pocos foram lavados duas vezes com 150
uL de agua destilada. Em seguida, 100 uL de &cido acético 10% foram adicionados e as placas
contendo as células foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz
e em movimento constante. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro no comprimento de

onda 550nm.

3.6 Analises de apoptose e necrose por citometria de fluxo (Anexina — 7AAD)

Para a determinacdo do tipo de morte celular que séo capazes de induzir os tratamentos
utilizados, as células B16F10 foram cultivadas em placas de 24 pocos e mantidas com 0s
respectivos tratamentos por 1, 24, 48 ou 72 horas. Células presentes tanto no sobrenadante como
na fracdo aderente foram coletadas. As células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas
com 100 pL de tampdo Anexina contendo 1 puL de PE Annexin V (PE) e 1 uL de 7-Amino-
Actinomycin (7AAD) contidos em kit especifico (BD Biosciences, San Diego — CA, USA).
Passados 15 minutos de incubagdo a temperatura ambiente e protegidas da luz, 100 pL de
tampdo Anexina foram adicionados para aquisi¢cdo de amostras no citbmetro Accuri™C6 (BD

Biosciences) seguindo o template recomendado pelo fabricante com variacgdes, ao padronizar a
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coleta pelo nimero de eventos e ndo pelo tempo. Assim, considerando o Gate P1 (células totais)
foram adquiridos 10.000 eventos para as analises de 1 hora e até 20.000 eventos para as analises
de 24, 48 e 72 horas. Para as analises dos dados adquiridos, o software do mesmo equipamento

foi utilizado.

3.7 Avaliacéo de espécies reativas de oxigénio por sonda DCFH-DA

A fim de verificar a capacidade de liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
pelas células apds cada tratamento, foi utilizada a sonda ndo fluorescente 2’-7’-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Esta sonda atravessa facilmente a membrana celular
e sofre desacetilacdo devido a enzimas intracelulares. A DCFH quando em contato com EROs,
transforma-se em diclorofluoresceina (DCF), que € altamente fluorescente. Com isto quanto

maior a fluorescéncia emitida, maior a presenca de compostos oxidantes.

Para este ensaio, células foram cultivadas em placas de 24 pocos na concentracdo de
2x10* células por poco, e ap6s adesdo overnight, foram tratadas com os respectivos tratamentos.
Ap6s 1 hora de incubagdo com os tratamentos, sobrenadantes foram retirados e substituidos por
meio RPMI acrescido de 10 uL da sonda DCFH-DA 0,1 mM. Células foram novamente
submetidas as mesmas condi¢des de cultura por um periodo de 1 hora. Apés este periodo, 0s
sobrenadantes foram descartados e as células aderentes foram coletadas e lavadas 1x com PBS
1X. Células foram ressuspendidas em 200 uL de PBS para aquisicdo e analises no citbmetro
Accuri™C6 (BD), usando o canal FL1 (Fitc) e total de 10.000 eventos da populacéo (Gate)

correspondente as células viaveis.

3.8 Avaliacédo de citocinas pela técnica de CBA (Cytometric Bead Array)

Os sobrenadantes das culturas tratadas ou ndo foram coletados para a determinagédo de
citocinas inflamatorias (IL-12p70, TNF, IFN-y, MCP-1, IL-10, IL-6), utilizando o kit BD
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation (BD-Biosciences). Para isto, 20 uL de cada
amostra (tanto da curva padrdo, quanto das amostras a serem analisadas) foram incubadas com
20 puL de uma mistura de beads de captura e anticorpo secundario conjugado ao fluorocromo

phycoerythrin (PE). As amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente no escuro
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e apdés lavagem, adquiridas no citometro FACS Accuri™C6, conforme template
disponibilizado (BD Bioscience). Total de 1800 eventos foram adquiridos e a analise dos dados
foi realizada utilizando o software de analises para CBA (FCAP Array software — BD

Biosciences).

3.9 Morfologia celular por coloragdo de Giemsa

Para avaliacdo da morfologia celular apds cada tratamento, células B16F10 foram
cultivadas em placas de 24 pocgos contendo laminulas de vidro redondas. Ap6s 1, 24 ou 48 horas
dos tratamentos, os sobrenadantes foram coletados para analises e as laminulas contendo as
células foram fixadas por 5 minutos com metanol absoluto. Em seguida, o corante Giemsa
(Laborclin, Parand, Brasil), diluido 1:10 em &gua foi acrescentado e mantido por 10 minutos a
temperatura ambiente. Ap6s lavagem com &agua destilada e secas ao ar, as laminulas foram
montadas em laminas contendo uma gota de entellam® (MercK) para analises no microscopio
otico Nikon eclipse E200 (Nikon Inc. USA). As andlises foram avaliadas também por

patologista externo sendo desta maneira realizadas em duplo cego.

3.10 Ensaio de migracao celular — Wound Healing

O ensaio de migracéo celular Wound Healing foi realizado para avaliar a influéncia dos
tratamentos homeopaticos de Viscum album na migracéo das células B16F10. Para isso, células
foram cultivadas em placas de 12 pocos e apds adesdo overnight foram tratadas ou ndo com as
poténcias de Viscum album, apds 1 hora de tratamento com incubacdo nas mesmas condicoes
de cultura, foi realizada uma linha constante (“ferida™) em cada poco, com ajuda de uma
ponteira de 1000 uL pressionando-a delicadamente contra o assoalho do pogo da placa,
provocando a descontinuidade da monocamada celular. Imediatamente, as células ndo aderidas
foram retiradas por lavagem sucessivas com RPMI (5 vezes) e em seguida 1 mL de meio
completo novo foi acrescido para manter as células em incubagdo nas mesmas condicdes de
cultura por até 24 horas. Cada poco com fenda foi fotografado nos intervalos de tempo de 1, 4,

18 e 24 horas a fim de determinar o crescimento das células tumorais na “ferida” como
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indicativo de migracdo. As imagens foram avaliadas com o auxilio do programa de analises de

imagem (ImageJ) para determinar a distancia entre as duas margens da fenda.

3.11 Analise estatistica

Os testes de Normalidade (Shapiro-Wilk) e Homogeneidade (Levene) foram aplicados
para verificar se as distribuicGes das amostras foram ou nao paramétricas. Em seguida, o teste
de andlises de variancias (ANOVA) de duas vias com o pds-teste de multiplas comparacgdes de
Tukey foi utilizado para determinar as diferencas estatisticas entre os grupos avaliados.
Analises e graficos foram realizados usando GraphPad Prism 8 Software (GraphPad Prism,
California, USA) e o suplemento para Excell — Real Stats. Diferencas com valor de p<0,05

foram consideradas significativas com o=0,05.

3.12 Delineamento experimental

3.12.1 Etapa |. Selecdo de ultradilui¢cGes de VA com potencial efeito citotoxico sobre células

tumorais.

Analises de viabilidade e atividade metabolica celular foram realizadas usando os
ensaios de Cristal Violeta e MTT, respectivamente. Nesses testes, as células de melanoma
murino B16F10 foram tratadas com 4 tipos de tintura mée (TM): TM de VA de Abies alba de
verdo (V.Av); TM de VA de Abies alba de inverno (V.Ai.); TM de VA de Quercus robur de
verdo (V.Qv.) e TM de VA de Quercus robur de inverno (V.Qi.) e com suas respectivas
ultradiluicdes em trés escalas de poténcia, sendo: decimal (DH): 3DH, 12DH e 30DH,;
centesimal (CH): 6CH, 12CH e 200CH e cinquenta milesimal (LM): 2LM, 3LM e 5LM; além
dos controles (&lcool 0,3%; &lcool 0,3% dinamizado; H-O miliQ dinamizada e Carboplatina
10%), totalizando 45 grupos, cada um em quadruplicata. Os controles nao foram cegados e
ficaram indicados com letras de A até E, sendo: A = B16F10 sem tratamento; B = &lcool 0,3%;
C = élcool 0,3% dinamizado; D = H,O ultrapura dinamizada; E = carboplatina 10%. J& 0s
tratamentos homeopaticos foram cegados por colaboradores ndo pertencentes ao grupo de
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pesquisa, de forma que uma letra, de F até I, corresponderia a alguma das TMs e suas
respectivas diluicdes foram rotuladas com letras e nimeros de 1 a 9 (ex. F1, F2, F3, F4, F5, F6,
F7, F8, F9). Na placa de cultivo, os pocos laterais ndo foram utilizados para evitar erros na
leitura de absorbéncia inerentes a localizagdo dos mesmos, sendo demarcados com “X” (Figura
1).

Figura 1: Disposicdo dos grupos nas placas de 96 pocos para realizacdo dos testes em
quadruplicatas.
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Fonte: propria.

As condicdes foram avaliadas nos tempos de 24, 48, e 72 horas. Para isto, as células de
melanoma B16F10 foram plaqueadas na concentragdo de 2,5x10° células por pogo, essa
concentracdo foi selecionada apds padronizacdo prévia. Com as analises dos resultados, foram

selecionadas para 0s ensaios a serem realizados na Etapa Il as TMs e seus medicamentos, um
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de cada escala de diluicdo, que apresentaram a melhor resposta quando comparadas as células
ndo tratadas e com resposta semelhante ou melhor que o quimioterapico de uso convencional,

Carboplatina (Figura 2).

3.12.2 Etapa Il. Avaliacdo dos mecanismos de acdo das ultradiluicdes de VA com potencial

citotéxico sobre células tumorais.

TMs e ultradiluicdes de VA que demonstraram potencial efeito citotdxico na Etapa I,
sendo: TM VA Abies verdo e TM VA Quercus verdo, e suas dilui¢cdes: 12DH, 200CH e 5L M,
foram utilizadas novamente na realizacdo de ensaios adicionais para investigar 0s possiveis
mecanismos de acdo destes medicamentos. Considerando que a inducdo de morte por apoptose,
ao invés de necrose, em medicamentos quimioterapicos é uma alternativa em geral favoravel
para melhor eliminacdo das células tumorais, foram investigados os percentuais de morte por
apoptose e por necrose apos o tratamento das células tumorais com essas medicacOes, alem da
verificacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Adicionalmente, com o intuito
de compreender melhor o tipo de resposta imune desencadeada pelas homeopatias foi avaliada
a producdo de citocinas inflamatorias apds cada tratamento, além da verificacdo da morfologia

destas células para compreender os possiveis efeitos dos tratamentos sobre as células B16F10.

Em paralelo, uma vez que a capacidade de formar tumores secundarios é o padrao
caracteristico de células de melanoma altamente agressivas, foram realizadas analises de
migracdo celular. Assim, dados obtidos nestes ensaios poderdo dar informacdes relevantes e
inéditas dos efeitos destes medicamentos sobre a capacidade metastatica de células de

melanoma murino.

Semelhante a Etapa |, todos os ensaios foram realizados sempre na presenca dos
controles, sendo de igual modo: A = B16F10 sem tratamento; B = alcool 0,3%; C = alcool 0,3%
dinamizado; D = H.0 miliQ dinamizada; E = carboplatina 10%. Os tratamentos selecionados
para esta fase foram novamente cegados por colaboradores alheios a pesquisa e mantendo os
mesmos parametros da fase anterior, ou seja, uma letra sozinha para TM (sendo F ou G) e uma
letra seguida de nimero para as respectivas diluigdes (sendo F1, F2, F3 ou G1, G2, G3) (Figura
3).
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Figura 2: Fluxograma do Delineamento Experimental com detalhamento dos ensaios

realizados na Fase |.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS:

moow»

HBooNoourwNE

Células B16F10 néo tratadas

Células tratadas com alcool 0,3% ndo sucussionado
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Células tratadas com carboplatina

Células tratadas com TM V.Av.

Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 3DH
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 12DH
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 30DH
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 6CH
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 30CH
Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 200CH
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 2LM
Células tratadas com TM V.Auv. ultradiluida na poténcia 3LM
Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 5LM

Células tratadas com TM V.Ai.
Células tratadas com TM V.Ai.
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Células tratadas com TM V.Qi.
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Células tratadas com TM V.Qi.
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Células tratadas com TM V.Qi.
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ultradiluida na poténcia 12DH
ultradiluida na poténcia 30DH
ultradiluida na poténcia 6CH
ultradiluida na poténcia 30CH
ultradiluida na poténcia 200CH
ultradiluida na poténcia 2LM
ultradiluida na poténcia 3LM
ultradiluida na poténcia 5LM

ultradiluida na poténcia 3DH
ultradiluida na poténcia 12DH
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Figura 3: Fluxograma do Delineamento Experimental com detalnamento dos ensaios
realizados na Fase 1.

FASE Il

GRUPOS EXPERIMENTAIS:

A. Células B16F10 n&o tratadas
B. Células tratadas com alcool 0,3% néo sucussionado
C. Células tratadas com alcool 0,3% sucussionado
D. Células tratadas com agua miliQ sucucionada
E. Células tratadas com carboplatina
1. Células tratadas com TM V.Av.
2. Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 12DH
3. Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 200CH
4. Células tratadas com TM V.Av. ultradiluida na poténcia 5LM
5. Células tratadas com TM V.Qv.
6. Células tratadas com TM V.Quv. ultradiluida na poténcia 12DH
7. Células tratadas com TM V.Quv. ultradiluida na poténcia 200CH
8. Células tratadas com TM V.Quv. ultradiluida na poténcia 5LM
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4 RESULTADOS

4.1 Analises da atividade metabdlica das células B16F10 apo6s tratamentos com
preparacdes homeopaticas de Viscum album pelo ensaio de MTT (tetrazolium salt3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

Conforme observado no Gréafico 1, no ensaio de MTT todas as tinturas mées (TM)
testadas néo apresentaram diferencas significativas quando comparadas ao controle positivo
(Carboplatina), em nenhum dos tempos avaliados. No entanto, apresentaram diferengas quando
comparadas ao controle negativo (células sem tratamento) onde, no tempo de 24 horas, as
absorbancias nos grupos de células tratadas com as tinturas mae foram significativamente
menores: VA de Abies alba de verdo (V.Av) 46% menor (p<0,001), VA de Quercus robur de
inverno (V.Qi) 42% menor (p < 0,001), VA de Abies alba de inverno (V.Ai) 46% menor
(p<0,001) e VA de Quercus robur de verdo (V.Qv) 45% menor (p < 0,001). Essa diferenca
percentual aumentou ao longo do tempo, sendo que no tempo de 48 horas as absorbancias foram
também menores nas células tratadas com as tinturas maes: V.Av 78% menor (p<0,001), V.Qi
77% menor (p<0,001), V.Ai 78% menor (p<0,001) e em V.Qv 78% menor (p<0,001). No tempo
de 72 horas houve ainda pequeno aumento deste percentual em relacdo ao controle negativo,
sendo que em células tratadas com a tintura mae de V.Av a absorbancia foi 80% menor
(p<0,001), em V.Qi foi 81% menor (p<0,001), em V.Ai foi 82% menor (p<0,001) e, em V.Qv
foi 82% menor (p<0,001).

Com relacgdo as poténcias homeopaticas, quando os grupos tratados foram comparados
com a carboplatina, houve diferenca significativa em todas as dinamizagOes (Tabela 1).
Entretanto, quando comparadas com o controle negativo ndo houve diferenca significativa,
salvo em alguns casos, como as 24 horas no grupo tratado com V.Qi 3DH onde a absorbancia
registrada foi 59% maior (p < 0,001) e no grupo V.Qi 5LM, onde o0 aumento foi de 95% (p <
0,001). Estas diferencas ndo se mantiveram ao longo do tempo, sendo que com 48 horas
nenhuma das poténcias homeopaticas demonstrou diferencas significativas, para mais ou para
menos, quando comparadas ao controle negativo no ensaio de MTT (Figura 4). Contudo, as
analises de 72 horas demonstraram aumento significativo no percentual dos grupos V.Ai 30CH
(71%; p < 0,001), V.Qv 12DH (67%; p < 0,001) e V.Qv 30DH (65%; p < 0,001).
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Tabela 1: Dados estatisticos obtidos no ensaio MTT.

Sem tratamento

Cadigo Cego - Tratamento 24h 48h 72h
F — Abies a. veréo wEX(L46) R (-78) P (-80)
F1-3DH ns ns ns

F2 - 12DH ns ns ns

F3 - 30DH ns ns ns

F4 — 200CH ns ns ns
F5-6CH ns ns ns

F6 — 30CH ns ns ns

F7 -3LM ns ns ns

F8 —5LM ns ns ns
F9-2LM ns ns ns

G — Quercus r. inverno Rk (-42) PR (TT) e (-81)
G1-3DH ¥k (+59)  ns ns

G2 - 30DH ns ns ns
G3-12DH ns ns ns

G4 - 200CH ns ns ns

G5 - 30CH ns ns ns

G6 - 6CH ns ns ns
G7-5LM % (+95)  ns ns

G8 - 3LM ns ns ns
G9-2LM ns ns ns

H— Abies a. inverno Rk (L46) W (-78) PR (-82)
H1 — 30DH ns ns ns

H2 — 3DH ns ns ns

H3 - 12DH ns ns ns

H4 — 200CH ns ns ns

H5 — 30CH ns ns Rk (+71)
H6 — 6CH ns ns ns

H7 — 3LM ns ns ns

H8 — 2LM ns ns ns

H9 - 5LM ns ns ns

|- Quercus r. verdo X (L4B) R (78) Rk (82)
11— 12DH ns ns ok (+67)
12 — 30DH ns ns *H* (+65)
I3 —-3DH ns ns ns

4 —30CH ns ns ns
I5-6CH ns ns ns

I6 — 200CH ns ns ns
[7—-2LM ns ns ns

I8 —5LM ns ns ns

9 — 3LM ns ns ns

Significancia estatistica (asteriscos) e diferenca percentual (- menor percentual, + maior
percentual) das médias de absorbancias dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle
negativo (ndo tratado), ao longo dos tempos de 24, 48 e 72 horas, no ensaio de MTT com a
linhagem celular B16F10. * = p<0,5; ** = p<0,1; *** = p<0,01; **** = p<0,001; ns = ndo
significativo. Fonte: propria.
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Figura 4: Andlises de atividade metabdlica das células B16F10 apds tratamentos com ultradilui¢cdes de Viscum album.
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Representacdo grafica da diferenca percentual, em relacdo ao grupo ndo tratado, dos dados obtidos no ensaio MTT com as células de melanoma
B16F10 tratadas com: veiculos (4gua dinamizada, &lcool 0,3% ou alcool 0,3% dinamizado), com o quimioterapico carboplatina (controle positivo)
com as tinturas mées de Viscum album coletado das arvores Quercus robur e Abies alba no verdo (V.Qv. ou V.Av) ou no inverno (V.Qi. ou V.Al.)
ou com suas respectivas preparagdes ultradiluidas nas escalas decimal (3DH, 12DH e 30DH), centesimal (6CH, 30CH, 200CH) ou cinquenta
milesimal (2LM, 3LM, 5LM), quando comparadas com as células B16F10 ndo tratadas (controle negativo), nos tempos de 24, 48 e 72 horas.
Colunas representam a média percentual em cada grupo com seus respectivos erros padrdo. * indica p<0,05, ** = p<0,1; *** = p<0,01; **** =
p<0,001. Fonte: propria.
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4.2 Anélises de viabilidade das células B16F10 apos tratamentos com preparacoes
homeopéticas de Viscum album (Ensaio de cristal violeta).

Dados obtidos nas analises de viabilidade pelo ensaio de Cristal Violeta, revelaram que
células B16F10 tratadas com as diferentes TMs de VA ndo apresentam diferencas significativas
guando comparadas ao controle positivo (Carboplatina); salvo no periodo de 24 horas, onde a
absorbancia obtida nos tratamentos com as TMs V.Av., V.Ai. e V.Qv. foram: 11, 12 e 30%
menores, respectivamente. Em paralelo, anélises dos tratamentos com as TMs quando
comparadas as células B16F10 ndo tratadas apresentaram resultados significativamente
menores em todos 0s tempos, cujos percentuais as 24 horas foram: V.Av. 33%, V.Ai. 34%,
V.Qv. 46% e V. Qi 31%. Com 48 horas esses valores oscilaram, sendo que a diferenca
percentual das TMs de V.Av e V.Ai. foi 38% menor. J& no caso da TM de V.Qi. foi 35% menor
e a TM de V.Qv. 40% menor. As 72 horas essas diferencas foram ainda maiores, sendo: TM
V.Av 50%, V.Ai. 44%, TM V.Qv. 45% e V.Qi. 39% (Tabela 2).

Em contraste, as poténcias homeopaticas apresentaram diferencas significativas quando
comparadas ao controle positivo de forma progressiva ao longo do tempo. Quando comparadas
com as células sem tratamento, as poténcias homeopéticas com 24 horas apresentaram
diferencas significativas para menos em sua maioria, no entanto essa diferenca oscilou ao longo
do tempo, de forma que nos grupos V.Av 6CH; 2LM; 3LM e 5LM e no grupo V.Qv. 200CH
ndo houve diferenca as 48 horas e as 72 horas voltou a apresentar; nos grupos V.Qi. 12DH,
30DH, 200CH, 2LM e 5LM; assim como V.Ai. 3DH, 12DH, 200CH e V.Qv. 12DH, 30DH e
2LM as diferencas diminuiram ao longo do tempo, deixando de apresentar com 72 horas; 0s
grupos V.Av 3DH, 12DH, 30DH e 200CH apresentaram aumento da diferenca ao longo do
tempo e os demais grupos passaram a ndo expressar diferencas significativas ap6s 24 horas
(Grafico 2).
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Tabela 2: Dados estatisticos obtidos no ensaio Cristal Violeta

Sem tratamento

Caodigo Cego - Tratamento 24h 48h 72h
F — Abies a. verdo R (-33) R (-38) R (-50)
F1—3DH ns *(-13) **(-18)
F2 - 12DH ns ns o (-21)
F3 —30DH ns ns **(-18)
F4 — 200CH *(13)  (21)  (-24)
F5-6CH *** (-15) ns wxx (-24)
F6 — 30CH ** (-14) ns ns

F7 -3LM ¥k (-18)  ns **(-18)
F8—5LM w5 (114)  ns *(-17)
F9—2LM ¥k (-16)  ns *(-17)

G —Quercus r. inverno Ak (31) W (-35) P (-30)
G1-3DH *rk(019) ns ns

G2 -30DH Feax (119)  ** (-16) ns

G3 - 12DH ook (118) % (-13) ns

G4 - 200CH % (-15) *(-13) ns

G5 — 30CH Wk (128) NS ns

G6 - 6CH *rx(24) NS ns

G7 -5LM *REx (L25)  Wx(118)  ns

G8 - 3LM Rk (23) NS ns

G9 - 2LM wex ((24) e (20) NS

H— Abies a. inverno wek (L34)  *O(38) e (L44)
H1 — 30DH *rk (L22) NS ns

H2 — 3DH wREx(24)  Wx(21)  ns

H3 — 12DH ook (118) % (-13) ns

H4 — 200CH wook (L) %% (L18)  ns

H5 — 30CH *xx (L25)  ns ns

H6 — 6CH wox (LDB) NS ns

H7 — 3LM wok ((19)  ns ns

H8 —2LM *xk (L24) NS ns

H9 —-5LM Rk (L21)  ns ns

|- Quercus r. veréo ik (-46) % (-40) O (45)
M - 12DH Rk (236)  ** (-17) ns

I2 — 30DH ok (L34)  *(-13) ns

I3 — 3DH % (.30)  ns ns

4 —30CH Rk (L29)  ns ns
I5-6CH *rrx (132) ns ns

I6 — 200CH Wk (-29)  ns *(-17)

I7 - 2LM ook (L30)  ** (-15) ns

18 —5LM wox ((31) ns ns
9—-3LM *rx (27) NS ns

Significancia estatistica (asteriscos) e diferenca percentual (- menor percentual, + maior
percentual) das médias de absorbancias dos grupos tratados em relagcdo ao grupo controle
negativo (n&o tratado), ao longo dos tempos de 24, 48 e 72 horas, no ensaio de Cristal Violeta
com a linhagem celular B16F10. * = p<0,5; ** = p<0,1; *** = p<0,01; **** = p<0,001; ns =
ndo significativo. Fonte: propria.
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Figura 5: Analises de viabilidade das células B16F10 apds tratamentos com ultradilui¢cdes de Viscum album.

GAA
_gS5_ C) =
C23E: 3 = 3
- X RN < > T =] —_ = = —_ = 3 —
3328 _ 5558 5757082588858 330228588 ~csS2csa
S == E0o0FLuLL - 5SH000=TT000o0ddITIITTzITTITSHFZIL=T=2=
b 8808585559250 3538s5ss532c53x3538sss52=505x58s5s-s
3‘_)£N<§DNOugg_l_l_IEDNOUgg_l_l_IEDNOU88_I_I_IEDNOU88_I_I_I
10 N <CC T U F M < M O MO & AN MWW FF mMmoadmoonaouaNMLWmEFEFONA®OH O on SN EFEF O A 6O O on A N O n
O.HI:I.:.::::::::::::I::I::.l.:l:f:..:.I:.::I'...:::::I::
4 [T T
< L B ! I ul | I [1F 1 ! I T
S -10 T L L I | I
= Ty o % o g I I I [y o
> I I Al Rl i . ! TET
< TLEFRLEI R T8 ) 1l 11 | i
* *
z 20 i | EHRE LEiy B Pl | .l :
* ]::]: **il *I* * Iz*
o ; ; * *-x- * * ";[**I *i *11; ;
g . L S - T S L S S I L
O -30 . t % I T * 5 Ly T i1
5 ol : : T RN R R
*i **]: * *I** * :
5 ;*I ¥ -x-I * ¥
i a0 i il o
*
2 g 18l
-50 31 i ¥
*
*
*
-60

24h © 48h © 72h

Representacdo gréafica da diferenca percentual, em relacdo ao grupo ndo tratado, dos dados obtidos no ensaio cristal violeta das células de melanoma
B16F10 tratadas com: os veiculos (dgua dinamizada, alcool 0,3% ou alcool 0,3% dinamizado), com o quimioterapico carboplatina (controle
positivo) com as tinturas maes de Viscum album coletado das arvores Quercus robur e Abies alba no verédo (V.Qv. ou V.Av) ou no inverno (V.QI.
ou V.Ai.) ou com suas respectivas preparacoes ultradiluidas nas escalas decimal (3DH, 12DH e 30DH), centesimal (6CH, 30CH, 200CH) ou
cinquenta milesimal (2LM, 3LM, 5LM), quando comparadas com as células B16F10 ndo tratadas (controle negativo), nos tempos de 24, 48 e 72
horas. Colunas representam a média dos percentuais em cada grupo com seus respectivos erros padréo. * indica p<0,05, ** = p<0,1; *** = p<0,01;
*Hx*k = p<0,001.
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4.3 Andlises de apoptose e necrose em células B16F10 ap6s tratamentos com preparacfes
homeopéticas de Viscum album (Anexina — 7AAD).

4.3.1 Viabilidade Celular

Na analise de viabilidade celular (Figuras 4, 5 e 6A) ap0s uma hora de tratamento,
qguando comparado com o grupo ndo tratado (média=54,32%), houve menor percentual de
celulas vidveis no grupo tratado com TM V.Av. (média=25,64%; p<0,05), e maior percentual
de células viaveis nos grupos V.Qv. 5LM (média=70,52%, p<0,01) e V.Qv. 12DH
(média=70,54%, p<0,01). Ndo houve diferenca significativa nos grupos tratados com o0s
veiculos (&lcool 0,3%: média=42,06% , p=0,804 ; alcool 0,3% sucussionado: média=55,79% |,
p=0,889; &gua sucucionada: média= 60,17%, p=0,915) ou tratados com carboplatina
(média=65,73% , p=0,177) bem como os grupos tratados com V.Av. 200CH (média=59,28%,
p<), V.Av. 12DH (média=46,90%, p=0,478), V.Av. 5LM (média=53,09%, p>0.999), TM
V.Qv. (média=27,04%, p=0.132) e V.Qv. 200CH (média=52,70%, p>0.999).

Ap0s 24 horas, quando comparado com o0 grupo ndo tratado (média=33,24%), houve
menor percentual de células vidveis no grupo V.Qv. (media=7,49%, p<0,05), e maior
percentual de células viaveis nos grupos Alcool 0,3% Suc. (média=58,35%, p<0,05), V.Av.
5LM (média=68,76%, p<0,01), V.Qv. 200CH (média=68,44%, p<0,01), V.Qv. 5LM
(média=61,83%, p<0,01) e V.Qv. 12DH (média=64,97%, p<0,01). Ndo houve diferenca
significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=41,3%, p=0,998), Agua Suc. (média=53,93%,
p=0,1613), Carboplatina (média=16,32%, p=0,0616), TM V.Av. (média=12,32%, p=0,319),
V.Av. 200CH (média=55,37%, p=0,868) e V.Av. 12DH (média=57,897, p=0,079).

Passadas 48 horas, quando comparados com o grupo sem tratamento (média=78,22%),
houve menor percentual de células viaveis nos grupos Carboplatina (média=13,45%, p<0,001),
TM V.Av. (média=3,38%, p<0,01), TM V.Qv. (média=8,93%, p<0,001) e V.Qv. 200CH
(média=43,77%, p<0,01). N&o houve diferenca significativa em relacdo ao grupo sem
tratamento nos grupos Alcool 0,3% (média=72,09%, p=0,970), Alcool 0,3% Suc.
(média=75,09%, p=0.999), Agua Suc. (média=74,11%, p=0,9979), V.Av. 200CH
(média=65,78%, p=0,277), V.Av. 12DH (média=69,20%, p=0,567), V.Av. 5LM
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(média=71,69%, p=0,773), V.Qv. 5LM (media=71,00%, p=0,863) e V.Qv. 12DH
(média=72,78%, p=0,957).

Com 72 horas, quando comparados ao grupo sem tratamento (media=27,82%), houve
menor percentual de células viaveis nos grupos Carboplatina (média=13,56%, p<0,01) e TM
V.Av. (média=1,76%, p<0,001) e maior percentual de células viaveis nos grupos Alcool 0,3%
Suc. (média=35,32%, p<0,5), V.Av. 200CH (meédia=49,04%, p<0,01), V.Av. 12DH
(média=41,02%, p<0,05), V.Av. 5LM (média=50,79%, p<0,001), V.Qv. 200CH
(média=47,78%, p<0,001) e V.Qv. 5LM (média=45,82%, p<0,01). Ndo houve diferenca
estatistica nos grupos Alcool 0,3% (média=32,92, p=0,111), Agua Suc. (média=49,15%,
p=0,103), TM V.Qv. (média=7,80%, p=0,116) e V.Qv. 12DH (média=45,66%, p=0,087).

4.3.2 Apoptose

No ensaio de apoptose (Figuras 4, 5 e 6B) ap6s uma hora ndo houve diferenca
significativa nos grupos, sendo os resultados, quando comparados com 0 grupo ndo tratado
(média=5,58%): Alcool 0,3% (média=6,67%, p=0,995), Alcool Suc. (média=5,28%, p>0,999),
Agua Suc. (média=8,85%, p=0,998), Carboplatina (média=3.66%, p=0,770), TM V.Av.
(média=0,005%, p=0,104), V.Av. 200CH (média=4,68%, p=0,999), V.Av. 12DH
(média=3,76%, p=0,851), V.Av. 5LM (média=4,42%, p=0,994), TM V.Qv. (média=0,03%,
p=0,106), V.Qv. 200CH (média=4,34%, p=0,995), V.Qv. 5LM (média=3,60%, p=0,755) e
V.Qv. 12DH (média=3.40%, p=0,912).

Apl6s 24 horas de tratamento, quando comparados com 0 grupo ndo tratado
(média=5,46%), houve maior percentual de células em apoptose no grupo Carboplatina
(média=58,91%, p<0,01). N&o houve diferenca significativa nos demais grupos, Alcool 0,3%
(média=5,85%, p>0,999), Alcool Suc. (média=3,45%, p=0,609), Agua Suc. (média=6,22%,
p=0,999), TM V.Av. (média=0,10%, p=0,072), V.Av. 200CH (média=5,54%, p>0,999), V.Av.
12DH (média=4,14%, p=0,904), V.Av. 5LM (média=4,14%, p=0,898), TM V.Qv.
(média=0,06%, p=0,072), V.Qv. 200CH (média=3,68%, p=0,755), V.Qv. 5LM (média=3,60%,
p=0,685) e V.Qv. 12DH (média=5,39, p>0.999).
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Passadas 48 horas de tratamento, quando comparados com o grupo n&o tratado
(média=0.05%), houve maior percentual de células em apoptose no grupo Carboplatina
(média=10,52%, p<0,05). N&o houve diferenca significativa nos demais grupos, Alcool 0,3%
(média=0,47%, p=0,961), Alcool Suc. (média=0,35%), p=0,620), Agua Suc. (média=0,14%,
p=0,560), TM V.Av. (média=0, p=0,532), V.Av. 200CH (meédia=1,99%, p=0,055), V.Av.
12DH (média=0,25%, p=0,083), V.Av. 5LM (média=0,22%, p=0,525), TM V.Qv.
(média=0,03%, p>0,999), V.Qv. 200CH (média=1,18%, p=0,180), V.Qv. 5LM (média=0,49%,
p=0,055) e V.Qv. 12DH (média=0,65, p=0,215).

Com 72 horas, quando comparados com 0 grupo ndo tratado (média=2,31%), houve
menor percentual de células em apoptose nos grupos TM V.Av. (média=0, p<0,05), V.Av.
12DH (média=0,84%, p<0,05) e TM V.Qv. (média=0,06%, p<0,05). N&o houve diferenca
significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=2,11%, p>0,999), Alcool Suc. (média=2,24%,
p>0,999), Agua Suc. (média=1,90%, p=0,989), Carboplatina (média=14,66%, p=0,126), V.Av.
200CH (média=2,51%, p>0.999), V.Av. 5LM (média=1,27%, p=0,236), V.Qv. 200CH
(média=2,58%, p>0.999), V.Qv. 5LM (média=1,36%, p=0,597), V.Qv. 12DH (média=3,56%,
p>0.999).

4.3.3 Apoptose tardia/Necrose

No ensaio de apoptose tardia/necrose (Figuras 4, 5 e 6C) ap6s uma hora, quando
comparados com o grupo ndo tratado (média=15,18%), houve maior percentual de células nesta
condigdo no grupo TM V.Av. (média=62,04%, p<0,05). N&o houve diferenca significativa nos
grupos Alcool 0,3% (média=31,19%, p=0,378), Alcool Suc. (média=18,44%, p=0,979), Agua
Suc. (média=9,64%, p=0,871), Carboplatina (média=7,21%, p=0,494), V.Av. 200CH
(média=10,42%, p=0,921), V.Av. 12DH (média=11,37%, p=0,993), V.Av. 5LM
(média=12,43%, p=0,998), TM V.Qv. (média=59,31%, p=0,080), VV.Qv. 200CH (média=9,6%,
p=0,867), V.Qv. 5LM (média=7,84%, p=0,585) e V.Qv. 12DH (média=7,83%, p=0,565).

Apbs 24 horas, quando comparados com o grupo ndo tratado (média=15,81%), houve
maior percentual de células nesta condi¢do nos grupos Carboplatina (média=23,59%, p<0,05),
TM V.Av. (média=74,80%, p<0,01), V.Av. 12DH (média=28,49%, p<0,05), TM V.Qv.
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(média=83,56%, p<0,001), e menor percentual no grupo Alcool Suc. (média=8,56%, p<0,05).

N&o houve diferenca significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=14,12%, p>0,999),
Agua Suc. (média=18,91%, p>0,999), V.Av. 200CH (média=29,89%, p=0,957), V.Av. 5LM
(média=23,94%, p=0,326), V.Qv. 200CH (média=20,1%, p=0,415), V.Qv. 5LM
(média=22,62%, p=0,269) e V.Qv. 12DH (media=21,33%, p=0,051).

Passadas 48 horas, quando comparados com o grupo néo tratado (média=0,30%), houve
maior percentual de células nesta condicdo nos grupos Carboplatina (média=73,49%, p<0,01),
TM V.Av. (média=77,97%, p<0,001), V.Av. 200CH (média=6,28%, p<0,05), TM V.Qv.
(média=75,37%, p<0,01) e V.Qv. 200CH (média=3,01%, p<0,01). Ndo houve diferenca
significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=1,18%, p=0,838), Alcool Suc. (média=0,90%,
p=0,585), Agua Suc. (média=0,59%, p=0,740), V.Av. 12DH (média=0,38%, p>0,999), V.Av.
5LM (média=0,48%, p=0,974), V.Qv. 5LM (média=1,24%, p=0,568) e V.Qv. 12DH
(média=2,15%, p=0,246).

Com 72 horas, quando comparados com o grupo ndo tratado (média=49,63%), houve
maior percentual de células nesta condic¢do nos grupos Carboplatina (média=70,16%, p<0,05),
TM V.Av. (média=80,72%, p<0,01) e TM V.Qv. (média=74,28%, p<0,01), e menor percentual
nos grupos V.Av. 200CH (média=19,45%, p<0,01), V.Av. 12DH (média=28,41%, p<0,01),
V.Av. 5LM (média=19,43%, p<0,01), V.Qv. 200CH (média=22,02%, p<0,01) e V.Qv. 5LM
(média=30,03%, p<0,05). N&o houve diferenca significativa nos grupos Alcool 0,3%
(média=43,38%, p=0,537), Alcool Suc. (média=41,72%, p=0,340), Agua Suc. (média=19,51%,
p=0,175), e V.Qv. 12DH (média=34,39, p=0,158).

4.3.4 Necrose

No ensaio de necrose (Figuras 4, 5 e 6D) apos uma hora, ndo houve diferenca entre o0s
grupos, quando comparados com o grupo nao tratado (media=24,90%), sendo os resultados:
Alcool 0,3% (média=20,08%, p=0,990), Alcool Suc. (média=20,09%, p=0,974), Agua Suc.
(média=21,34%, p=0,998), Carboplatina (média=23,4%, p>0.999), TM V.Av. (média=12,31%,
p=0,418), V.Av. 200CH (média=25,61%, p>0,999), V.Av. 12DH (média=37,96%, p=0,8017),
V.Av. 5LM (média=30,05%, p=0,989), TM V.Qv. (média=13,61%, p=0,584), V.Qv. 200CH
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(média=33,36%, p=0,852), V.Qv. 5LM (média=17,63%, p=0,869) e V.Qv. 12DH
(média=17,63%, p=0,868).

Ap0s 24 horas, quando comparados com 0 grupo nao tratado (média=45,50%), houve
menor percentual de células em necrose nos grupos Alcool Suc. (média=29,66%, p<0,05),
Carboplatina (média=1,18%, p<0,01), TM V.Av. (média=12,76%, p<0,01), V.Av. 200CH
(média=9,21%, p<0,01), V.Av. 12DH (média=9,50%, p<0,01), V.Av. 5LM (média=6,18%,
p<0,01), TM V.Qv. (média=8,88%, p<0,01), V.Qv. 200CH (média=7,79%, p<0,001), V.Qv.
5LM (média=11,95%, p<0,01) e V.Qv. 12DH (média=8,31%, p<0,001). Nao houve diferenca
significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=38,74%, p=0,992) e Agua Suc. (média=20,94%,
p=0,084).

Passadas 48 horas, quando comparados com o grupo ndo tratado (média=21,42%),
houve maior percentual de células em necrose no grupo V.Qv. 200CH (média=52,04%,
p<0,05). N&o houve diferenca significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=26,27%, p=0,997),
Alcool Suc. (média=23,68%, p>0.999), Agua Suc. (média=25,18%, p=0,999), Carboplatina
(média=2,55%, p=0,099), T™M V.Av. (média=18,64%, p=0,999), V.Av. 200CH
(média=25,96%, p=0,982), V.Av. 12DH (média=30,18%, p=0,604), V.Av. 5LM
(média=27,61%, p=0,814), TM V.Qv. (média=15,67%, p=0,935), V.Qv. 5LM (média=27,27%,
p=0,964) e V.Qv. 12DH (média=24,41%, p=0,999).

Com 72 horas, quando comparados com o grupo ndo tratado (média=20,25%), houve
menor percentual de células em necrose no grupo Carboplatina (média=1,62%, p<0,05). Nao
houve diferenca significativa nos grupos. Alcool 0,3% (média=21,7%, p>0,999), Alcool Suc.
(média=20,74%, p>0,999), Agua Suc. (média=29,45%, p=0,548), TM V.Av. (média=17,52%,
p=0,999), V.Av. 200CH (média=29,01%, p=0.425), V.Av. 12DH (média=29,74%, p=0,252),
V.Av. 5LM (média=28,56%, p=0,238), TM V.Qv. (média=17,86%, p>0.999), V.Qv. 200CH
(média=27,62%, p=0,533), V.Qv. 5LM (média=22,80%, p>0,999) e V.Qv. 12DH
(média=16,39%, p=0,983).



36

Figura 6: RepresentacOes graficas dos percentuais de viabilidade e tipos de morte das células
B16F10 ap0s tratamentos.
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A — Representacao gréfica do percentual de viabilidade das células B16F10 ap6s 1, 24, 48 e 72
horas de tratamento. B — Representacéo grafica do percentual de apoptose das células B16F10
apos 1, 24, 48 e 72 horas de tratamento. C — Representacdo grafica do percentual de apoptose
tardia/necrose das células B16F10 apés 1, 24, 48 e 72 horas de tratamento. D — Representacdo
gréfica do percentual de necrose das células B16F10 apds 1, 24, 48 e 72 horas de tratamento.
Fonte: propria.



37

Figura 7: Percentual de células vidveis, em apoptose, apoptose tardia e necrose apds

tratamentos com os controles e sem tratamento.
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Dot-plots dos resultados obtidos nas analises de citometria de fluxo (Anexina — 7AAD) das
0,3%

células B16F10 ndo tratadas, tratadas com os veiculos (Alcool 0,3%, Alcool

Sucussionado e Agua Sucucionada) e tratadas com o quimioterapico Carboplatina, nos tempos

de 1, 24, 48 e 72 horas de tratamento. Quadrantes representam as porcentagens de células
viaveis (Anexina 7AAD"), em apoptose (Anexina* 7AAD"), em necrose (Anexina 7AAD") ou

em apoptose tardia/necrose (Anexina® 7AAD"). Fonte: prdpria.
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Figura 8: Percentual de células vidveis, em apoptose, apoptose tardia e necrose apds

tratamentos com TM V.Auv. e suas ultradiluicdes.
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Dot-plots dos resultados obtidos nas analises de citometria de fluxo (Anexina — 7AAD) das
celulas B16F10 tratadas com a tintura méae de VA de Abies alba de verdo (V.Av.) bem como
suas ultradilui¢bes homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM, nos tempos de 1, 24, 48 e 72 horas de
tratamento. Quadrantes representam as porcentagens de células viaveis (Anexina” 7AAD), em
apoptose (Anexina® 7AAD’), em necrose (Anexina- 7AAD") ou em apoptose tardia/necrose

(Anexina® 7AAD"). Fonte: propria.
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Figura 9: Percentual de células vidveis, em apoptose, apoptose tardia e necrose apds
tratamentos com TM V.Qv. e suas ultradiluicdes.
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Dot-plots dos resultados obtidos nas analises de citometria de fluxo (Anexina — 7AAD) das
celulas B16F10 tratadas com a tintura mée de VA de Quercus robur de verdo (TM V.Qv.) bem
como suas ultradiluicbes homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM, nos tempos de 1, 24, 48 e 72
horas de tratamento. Quadrantes representam as porcentagens de células viaveis (Anexina

7AAD"), em apoptose (Anexina® 7AAD’), em necrose (Anexina- 7AAD™) ou em apoptose
tardia/necrose (Anexina® 7AAD"). Fonte: prépria.
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4.4 Analises de producdo de EROs por células B16F10 ap6s tratamentos com preparacdes
homeopéticas de Viscum album (Sonda DCFH-DA).

Para verificar o quadrante de positividade e os niveis basais de perdxido de hidrogénio
(H202) nas células B16F10, medidos pela marcacao da sonda fluorescente DCFH-DA no tempo
de 1 hora, células foram tratadas ou ndo com H>O2 em duas concentragdes diferentes 0,3 M e
0,03 M (Figura 7).

Figura 10: Dot-plots dos parametros utilizados para estabelecer o quadrante de positividade
para intensidade de expressdao de DCFH-DA nas amostras de células B16F10 tratadas ou nao
no tempo de 24 horas.
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Fonte: propria.

Levando em consideracdo o percentual de expressdo da sonda DCFH-DA nas células
B16F10 viaveis (gate P1, Figura 11), estes percentuais foram menores nos grupos V.Av. 12DH
(média=27,53%, p<0,0001), V.Av. 5LM (média=29,84%, p<0,0001), TM V.Qv.
(média=55,48%, p<0,05), quando comparados ao grupo sem tratamento (média=77,48%); nos
outros grupos de tratamento ndo foram observadas diferencas significantes. Ja considerando o
grupo Carboplatina (média=96,04%), os grupos V.Av. 12DH (média=27.53%, p<0,0001),
V.Av. 5LM (média=29,84%, p<0,0001), TM V.Qv. (média=55,48%, p<0,0001), V.Qv. 5LM
(média=29,84%, p<0,01) e V.Qv. 12DH (media=62,98%, p<0,001) apresentaram menores

percentuais; nos demais grupos avaliados ndo foram observadas diferencgas.
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Figura 11: Percentual de expressdo de DCFH-DA dentre as celulas viaveis apos 1 hora dos
tratamentos.

Sem ) Alcool 0,3% Agua _
Tratamento Alcool 0,3%  sycussionad  Sucucionada  Carboplatina

101 =87 FTUTE O
[T

R RERTE s ]
(s

TM Abies V.Av. V.Av. V.Av. 5LM
verdo (F) 200CH (F1) 12DH (F2) (F3)

i . o SO i
TM Quercus V.Qv. V.Qv. 5LM V.Qv.
verdo (G) 200CH (G1) (G2) 12DH (G3)

Ty L ST | P P
iz i i i
[RET. [T PRR [Ty
o | aEIn o | SEIx I LEEHS | T
£ £ 3. 3.
ERRTRTATL . = v wed ST ) = | TR . = L va wd TR .
T Teieess 7 eeikess T e T ek

Dot-plots dos resultados obtidos nas analises de citometria de fluxo (DCFH-DA) das células
B16F10 néo tratadas, tratadas com os veiculos (Alcool 0,3%, Alcool 0,3% Sucussionado e
Agua Sucucionada), com o quimioterapico Carboplatina, com a tintura mae de VA de Abies
alba de verdo (V.Av.) bem como suas ultradiluicbes homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM, e
com a tintura mae de VA de Quercus robur de verdo (TM V.Qv.) bem como suas ultradilui¢des
homeopéticas 12DH, 200CH e 5LM apds 1 hora de tratamento. Quadrantes representam o
percentual de expressdo de DCFH-DA dentre as células vivas. Fonte: propria.

Em paralelo, dados obtidos de analises das medianas da intensidade de fluorescéncia da
sonda DCFH-DA por célula (Figura 8B) mostram que os grupos tratados com Carboplatina
(média=170975, p<0,01) e com TM V.Av. (média=158431, p<0,01) apresentaram maior
expressdo de EROs quando comparadas ao grupo sem tratamento. Os outros grupos néo
apresentaram diferencas significativas. Quando comparado com a Carboplatina os grupos
V.Av. 12DH (média=36008, p<0,001), V.Av. 5LM (média=37016, p<0,001), V.Qv. 200CH
(média=41200, p<0,001), V.Qv. 5LM (meédia=35354, p<0,001) e V.Qv. 12DH (media=32809,
p<0,001) apresentaram menor expressdo de EROs, ja nos outros grupos ndo houve diferenca.

Em contraste, anélises da média de intensidade da fluorescéncia da sonda DCFH-DA

por célula (Figura 8C), os grupos tratados com Carboplatina (média=259353, p=0,001), TM
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V.Av. (média=312313, p<0,0001) e V.Av. 200CH (media=209290, p<0,05) apresentaram
maior expressao de EROs quando comparados ao grupo sem tratamento (média=106541) nos
outros grupos ndo foram observadas diferencas. Em relacdo a Carboplatina (meédia=259353),
0s grupos V.Av. 12DH (média=64153, p<0,0001), V.Av. 5LM (média=66657, p<0,0001), TM
V.Qv. (média=112545, p=0,001), V.Qv. 200CH (média=69410, p<0,0001), V.Qv. 5LM
(média=59361, p<0,0001) e V.Qv. 12DH (média=55221, p<0,0001) apresentaram menor

expressao de EROs e nos outros grupos nao foram observadas diferencas.

Figura 12: Expressdo da sonda DCFH-DA nas células B16F10 apos tratamentos.
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Representagdo grafica de: A. percentuais de expressdo. B. medianas de intensidade de
fluorescéncia e C. média, de intensidade de fluorescéncia por célula da expressdo da sonda de
DCFH-DA ap6s 1 hora dos tratamentos. * indica p<0,05, ** = p<0,1; *** = p<0,01; **** =
p<0,001 em relagdo ao grupo sem tratamento. # = p<0,05, ## = p<0,1; ### = p<0,01; #### =
p<0,001 na comparacéo dos grupos em relacdo ao grupo Carboplatina. Fonte: propria.
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4.5 Anélises da producao de citocinas inflamatorias por células B16F10 apos tratamentos
com preparagdes homeopéaticas de Viscum album (CBA).

Foram analisadas as citocinas inflamatdrias IL-12p70, TNF, IFN-y,MCP-1, IL-10 e IL-
6 nos sobrenadantes dos grupos de estudo nos tempos de 24 e 48 horas. Para IL-12p70, no
tempo de 24 horas, em relacdo ao grupo sem tratamento (média=0 pg/mL), houve aumento nos
grupos TM V.Av. (média=111,96 pg/mL, p<0,001) e TM V.Qv. (média=115,89 pg/mL,
p<0,0001), e ndo foram observadas diferencas significativas nos grupos Alcool 0,3% (média=0
pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=51,75 pg/mL, p=0,377), Carboplatina (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 200CH (média=13,46 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=0 pg/mL, p
>0,9999), V.Av. 5LM (media=0 pg/mL, p=0,999), V.Qv. 200CH (média=22,83 pg/mL, p
0,994), V.Qv. 5LM (média=23,91 pg/mL, p=0,991) e V.Qv. 12DH (média=0 pg/mL,
p>0,9999). As 48horas, comparando com o grupo controle sem tratamento (média=0 pg/mL),
houve aumento da IL-12p70 apenas no grupo TM V.Av. (média=140,44 pg/mL, p>0,0001) e
nao houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0
pg/mL, p>0,9999), Carboplatina (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL,
p>0,9999), TM V.Qv. (média=37,42 pg/mL, p=0,814), V.Qv. 200CH (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999) e V.Qv. 12DH (média=0 pg/mL,
p>0,9999).

Na analise de TNF, comparando com o grupo controle sem tratamento as 24 horas
(média=2,55 pg/mL), houve aumento apenas no grupo TM V.Av. (média=15,52 pg/mL,
p<0,05), e ndo houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p=0,9998), Agua
Suc. (média=0 pg/mL, p=0,9998), Carboplatina (média=3,54 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH
(média=2,69 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=7,57 pg/mL, p=0,943), V.Av. 5LM
(média=0 pg/mL, p=0,9998), TM V.Qv. (média=10,19 pg/mL, p=0,540), V.Qv. 200CH
(média=6,24 pg/mL, p=0,994), V.Qv. 5LM (média=7,44 pg/mL pg/mL, p=0,953) e V.Qv.
12DH (média=6,86 pg/mL, p=0,981). As 48horas, comparando com 0 grupo controle sem
tratamento (média=0 pg/mL), houve aumento da TNF apenas no grupo TM V.Av.
(média=20,11 pg/mL, p<0,0001), e ndo houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0
pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0 pg/mL, p>0,9999), Carboplatina (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=2,47 pg/mL,
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p=0,9999), V.Av. 5LM (média=2,84 pg/mL, p=0,999), TM V.Qv. (média=2,55 pg/mL,
p=0,9998), V.Qv. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL,
p>0,9999) e V.Qv. 12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999).

Na andlise de IF-y, comparando com o grupo controle sem tratamento as 24 horas
(média=0 pg/mL), houve aumento nos grupos TM V.Av. (média=3,96 pg/mL, p<0,0001) e TM
V.Qv. (média=1,78 pg/mL, p<0,0001), e ndo foi observada diferenca significativa nos grupos
Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p p>0,9999), Agua Suc. (média=0 pg/mL, p>0,9999),
Carboplatina (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av.
12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 200CH
(média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999) e V.Qv. 12DH (média=0
pg/mL, p>0,9999). As 48horas, comparando com o grupo controle sem tratamento (média=0
pg/mL), houve aumento de IF-y apenas no grupo TM V.Av. (média=3,29 pg/mL, p<0,0001), e
n&o houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0
pg/mL, p>0,9999), Carboplatina (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Qv. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL,
p>0,9999) e V.Qv. 12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999).

Na analise de MCP-1, comparando com o grupo controle sem tratamento as 24 horas
(média=71,49 pg/mL), ndo houve aumento em nenhum dos grupos do estudo, ndo sendo
observada diferenca significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p=0,071), Agua
Suc. (média=47,50 pg/mL, p=0,993), Carboplatina (média=0 pg/mL, p=0,071), TM V.Av.
(média=76,83 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH (media=0 pg/mL, p=0,071), V.Av. 12DH
(média=64,03 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM (média=17,59 pg/mL, p=0,375), TM V.Qv.
(média=63,08 pg/mL 0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 200CH (média=18,43 pg/mL, p=0,398),
V.Qv. 5LM (média=79,57 pg/mL pg/mL, p>0,9999) e V.Qv. 12DH (média=100,87 pg/mL,
p=0,967). As 48horas, comparando com o grupo controle sem tratamento (média=118,58
pg/mL), houve diminuicio da expressio da MCP-1 nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL,
p<0,0001), Carboplatina (média=0 pg/mL, p<0,0001), V.Av. 200CH (média=23,01 pg/mL,
p<0,01), TM V.Qv. (média=0 pg/mL, p<0,0001), V.Qv. 200CH (média=0 pg/mL, p<0,0001),
V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p<0,0001) e V.Qv. 12DH (media=0 pg/mL, p<0,0001), e nédo
houve diferenca nos grupos Agua Suc. (média=104,37 pg/mL, p>0,9999), TM V.Av.
(média=79,48 pg/mL, p=0,809), V.Av. 12DH (média=97,59 pg/mL, p=0,998), V.Av. 5LM
(média=48,26 pg/mL, p=0,081).
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Na andlise de 1L-10, comparando com o grupo controle sem tratamento as 24 horas
(média=0 pg/mL), houve aumento apenas no grupo TM V.Av. (média=46,91 pg/mL,
p<0,0001), e ndo foi observada diferenca significativa nos grupos Alcool 0,3% (média=0
pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0 pg/mL, p>0,9999), Carboplatina (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=9,36 pg/mL,
p=0,966), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999), TM V.Qv. (média=20,17 pg/mL, p=0,167),
V.Qv. 200CH (media=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999) e V.Qv.
12DH (média=7,51 pg/mL, p=0,994). As 48horas, comparando com 0 grupo controle sem
tratamento (média=0 pg/mL), houve aumento da IL-10 apenas no grupo TM V.Av.
(média=63,20 pg/mL, p<0,0001), e ndo houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0
pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0 pg/mL, p>0,9999), Carboplatina (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=0 pg/mL,
p>0,9999), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999), TM V.Qv. (média=0 pg/mL, p>0,9999),
V.Qv. 200CH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999) e V.Qv.
12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999).

Na andlise IL-6, comparando com o grupo controle sem tratamento as 24 horas
(média=0 pg/mL), houve aumento nos grupos TM V.Av. (média=10,17 pg/mL, p<0,0001) e
TM V.Qv. (média=7,21 pg/mL, p<0,001), e ndo foi observada diferenga significativa nos
grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p>0,9999), Agua Suc. (média=0 pg/mL, p>0,9999),
Carboplatina (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 200CH (média=4,14 pg/mL, p=0,226), V.Av.
12DH (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999), V.Qv. 200CH
(média=3,73 pg/mL, p=0,369), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p>0,9999) e V.Qv. 12DH
(média=0 pg/mL, p>0,9999). As 48horas, comparando com 0 grupo controle sem tratamento
(média=2,31 pg/mL), houve aumento da IL-6 apenas no grupo TM V.Av. (média=8,96 pg/mL,
p<0,01), e ndo houve diferenca nos grupos Alcool 0,3% (média=0 pg/mL, p=0,920), Agua Suc.
(média=0 pg/mL, p=0,920), Carboplatina (média=0 pg/mL, p=0,920), V.Av. 200CH
(média=2,08 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 12DH (média=1,76 pg/mL, p>0,9999), V.Av. 5LM
(média=3,56 pg/mL, p=0,999), TM V.Qv. (média=0 pg/mL, p=0,920), V.Qv. 200CH (média=0
pg/mL, p=0,920), V.Qv. 5LM (média=0 pg/mL, p=0,920) e V.Qv. 12DH (média=0 pg/mL,
p=0,920).
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Figura 13: Expresséo de citocinas do perfil inflamatorio células B16F10 apos tratamentos
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Representacdo grafica da expressdo de: A. IL-12p70. B. TNF C. IFN-y D. MCP1 E. IL10 E.
IL6. apds 1 hora dos tratamentos. Fonte: propria.
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4.6 Anélises morfologicas das células B16F10 apds tratamentos com preparacfes

homeopéticas de Viscum album (coloracdo de GIEMSA).

Analises das caracteristicas morfologicas das células B16F10 antes dos tratamentos,
apos 24, 48 e 72horas de cultura evidenciaram relacdo nucleo citoplasma aumentada, com
membrana citoplasmética organizada, nucléolos evidentes com minimo de dois por célula e,
ressaltando a presenca de vérias células em mitose. Ndo foram observadas alteracdes na
morfologia das células apds nenhum dos tratamentos em nenhum dos tempos, com excecéao da
carboplatina que a partir de 24 horas passou a apresentar células menores, com vacuolizagao
citoplasmatica, condensacdo nuclear e corpos apoptoticos. As TMs com 1 hora que passam a
apresentar restos celulares e células com citoplasma fortemente corado e de bordos indefinidos,
além de imagens sugestivas de caridlise e picnose. Nos tempos seguintes, o tratamento das
células com as TMs apresentam também citoplasma vacuolizado e nucleo sem definicédo,

semelhantes a células liquefativas (Figura 14, 15 e 16).

Figura 14: Morfologia das células B16F10 apds tratamentos

Sem tratamento Alcool 0,3% Alcool 0,3% Suc. Agua Suc. Carboplatina
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24h

48h

Fotomicrografias de laminulas coradas pelo método de Giemsa com células B16F10, tratadas
com os veiculos (Alcool 0,3%, Alcool 0,3% Sucussionado e Agua Sucucionada), com o
quimioterapico Carboplatina apds 1, 24 e 48 horas de tratamento.
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Figura 15: Morfologia das células B16F10 apos tratamentos.
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Fotomicrografias de laminulas coradas pelo método de Giemsa com células B16F10, tratadas
com a tintura mée de VA de Abies alba de verdo (TM V.Av.) bem como suas ultradilui¢des
homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM, e com a tintura mae de VA de Quercus robur de verao
(TM V.Qv.) bem como suas ultradiluicdes homeopaticas 12DH, 200CH e 5LM apds 1, 24 e 48
horas de tratamento.
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4.7 Andlises da capacidade de migracdo das células B16F10 apds tratamentos com

preparacdes homeopaticas de Viscum album (Wound Healing).

A capacidade de migracdo das celulas B16F10 foi determinada com a mensuracdo dos
perimetros das feridas realizadas nas culturas celulares nos tempos 0, 4, 18 e 24 horas. Em todos
0s grupos de tratamento, ndo houve diferenca significativa nas médias dos perimetros
registrados entre 0 e 24 horas, com excec¢do dos grupos V.Av. e V.Qv., nos quais houve morte

celular apds 1 hora de tratamento e ndo foi possivel realizar o ensaio (Figura 16, 17, 18 e 19).

Figura 16: Andlises de migracdo das células B16F10 apds tratamentos e avaliadas nos tempos
de 0, 4, 18 e 24 horas depois de realizada a ferida.
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A Representacdo grafica das médias das medidas dos perimetros das feridas, em pixels, apos 0,
4,18 e 24 horas da ferida. B Tabela da significAncia da diferenca entre os perimetros das feridas
entre os tempos de 0 e 24 horas. Ns = ndo significativo; X = valores ndo obtidos. Fonte: propria.
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Figura 17: Fotomicrografias das celulas B16F10 ap6s ferida na monocamada celular e
tratadas ou ndo com o0s grupos controle.
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Células B16F10 tratadas ou ndo com os veiculos (alcool 0,3%, alcool 0,3% sucussionado, agua
sucucionada) ou quimioterapico Carboplatina, nos tempos de 0, 4, 18 e 24 horas ap6s a ferida,
que corresponde a area de descontinuidade da monocamada celular criada pela a¢do traumatica
de ponteira de 1000 uL. Fonte: propria.



Figura 18: Fotomicrografias das células B16F10 apos ferida na monocamada celular e
tratadas com TM V.Av. ou suas diluicdes.
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Células B16F10 tratadas com TM V.Av. ou suas respectivas ultradiluicbes homeopaticas
(12DH, 200CH e 5LM), nos tempos de 0, 4, 18 e 24 horas ap6és a ferida, que corresponde a area
de descontinuidade da monocamada celular criada pela acdo traumatica de ponteira de 1000
pL. Fonte: propria.
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Figura 18: Fotomicrografias das células B16F10 apos ferida na monocamada celular e
tratadas com TM V.Qv. ou suas diluicdes.
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Células B16F10 tratadas com TM V.Qv. ou suas respectivas ultradiluicbes homeopaéticas
(12DH, 200CH e 5LLM), nos tempos de 0, 4, 18 e 24 horas apds a ferida, que corresponde a area
de descontinuidade da monocamada celular criada pela acdo traumatica de ponteira de 1000
pL. Fonte: propria.
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5 DISCUSSAO

O ensaio de MTT é comumente utilizado para determinar viabilidade celular, uma vez
que o formazan consiste em um produto de coloracdo arroxeada, formado a partir da acéo de
redutase mitocondrial sobre o sal tetrazolio de coloragdo amarelada. Com isso, pode-se inferir
a presenca ou nao de celulas vivas, porém, adicionalmente, ao haver mudancas no metabolismo
celular, pode-se detectar o estresse das células quando expostas a determinadas substancias
(TAMIELO, 2013; KUMAR, 2018; LUIS et al., 2019). J& o ensaio de Cristal Violeta é um teste
amplamente usado para verificagdo da manutencdo da viabilidade celular, de forma que o
corante se liga a proteinas e DNA de células que se mantém fixas ao fundo dos pogos nas placas
de cultura, ou seja, células vivas, sendo uma quantificacdo indireta de morte celular, mas que
ndo caracteriza sua causa (TAMIELO, 2013; FEOKTISTOVA, 2016; SONG et al., 2019).

Neste estudo, as tinturas maes do Viscum album obtidos das arvores Quercus robur e
Abies alba, tanto no verdo como no inverno, promoveram diminuicdo progressiva do
metabolismo bem como da viabilidade celular similar ao quimioterapico carboplatina. No
ensaio de MTT, as diminui¢Ges no metabolismo celular (p<0,001) foram de até 80% (V.Av.),
82% (V.Al.), 82%(V.Qv.) e 81% (V.Qi.), em relacdo as células ndo tratadas (controle negativo),
e sem significancia em relacdo a Carboplatina (controle positivo). Apresentaram ainda, no
ensaio de Cristal Violeta, diminui¢Oes na viabilidade celular (p< 0,001) de até 50% (V.Av.),
44% (V.Al), 45% (V.Qv.) e 39% (V.Qi.), em relacdo ao controle negativo e sem significancia
em relacdo ao controle positivo. Estes resultados estdo em concordancia com outros estudos,
nos quais foi mostrado o efeito antitumoral das tinturas mées do Viscum album sobre diversas
linhagens tumorais, tanto in vitro como in vivo (BONAMIN; DE CARVALHO; WAISSE,
2017; MELO et al., 2018; HOLANDINO et al., 2020).

Em relacdo aos resultados obtidos nos tratamentos com poténcias homeopaticas, este é
0 primeiro estudo na literatura que mostra os diferentes efeitos destes tratamentos sofre as
células B16F10. Alguns tratamentos induziram oscila¢cdes no metabolismo celular e diminuigéo
progressiva da viabilidade (dilui¢des de V.Av.: 3DH, 12DH, 30DH, 200CH), outros levaram a
oscilagdes tanto no metabolismo quanto na viabilidade (dilui¢cdes de V.Av: 6CH, 30CH, 2L M,
3LM, 5LM; e V.Ai. 5LM; e V.Qv. 200CH), outros desencadearam aumento progressivo no
metabolismo com oscilagdes na viabilidade (diluicdes de V.Ai.: 6CH, 2LM, 3LM,; e dilui¢Ges
de V.Qv: 3DH e 30CH) e outros mostraram efeitos variados em relagdo ao metabolismo, com

marcada diminuicdo da viabilidade em 24 horas, que ndo se sustentou ao longo do tempo (todas
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as poténcias derivadas de V.Ai.; as dilui¢cbes de V.Ai: 3DH, 12DH, 30DH, 30CH, 200CH; as
diluicdes de V.Qv.: 12DH, 30DH, 6CH, 2LM, 3LM, 5LM). Os resultados aqui apresentados
sdo inéditos e de grande valia, uma vez que até 0 momento, este € o primeiro estudo avaliando
os efeitos de ultradiluicdes de VA preparadas em escalas de diluicdo diferentes, provenientes

de TMs de VA colhidas de arvores e estacdes do ano distintas.

Com os dados obtidos nos ensaios de MTT e Cristal violeta, foram selecionados aqueles
tratamentos que exibiram efeitos significativamente diferentes em relacdo as células nédo
tratadas, e com respostas semelhantes ou aproximadas ao tratamento com o quimioterapico,
para as analises dos mecanismos de acdo de destes medicamentos (Fase Il do delineamento

experimental).

Considerando estudos prévios, onde as tinturas maes preparadas a partir de Viscum
colhido no verdo apresentam maior quantidade de viscotoxinas (HOLANDINO et al., 2018;
HOLANDINO et al., 2020), neste estudo todas as TMs testadas tiveram resultados semelhantes
a Carboplatina em relacdo ao metabolismo e a viabilidade celular, e ndo foi observada diferenca
significativa entre as colhidas no verdo ou no inverno. Contudo, apesar de ndo se esperar um
efeito citotoxico, as homeopatias derivadas de TMs de verdo apresentaram padrfes de resposta
mais coerentes com os achados em literatura para ultradiluicdes homeopaticas (BELLAVITE
etal., 2015).

Nas poténcias homeopaticas derivadas da TM de V.Av, o ensaio de Cristal Violeta
apresentou diminuicdo da viabilidade celular e dentre as ultradilui¢bes respectivas, a poténcia
12 na escala decimal (12DH) apresentou a maior diminuicéo de viabilidade celular as 72 horas,
em relacdo ao controle negativo (21%; p<0,01). Na escala centesimal, a poténcia 200CH foi
aquela que apresentou uma diminuicdo de viabilidade celular progressiva ao longo do tempo

no ensaio de Cristal Violeta.

Nas poténcias homeopaticas derivadas da TM de V.Qv., no ensaio de MTT, houve
aumento do metabolismo ao longo do tempo na escala decimal. Esse comportamento comeca a
se inverter no grupo de poténcias centesimais e termina com uma inversdo completa do padréo,
ou seja, 0 metabolismo celular diminui ao longo do tempo nas poténcias cinquenta milesimais.
Essa flutuacdo ao longo das escalas de diluicdo denota um comportamento caracteristico de
diluicdes homeopaticas (BELLAVITE et al., 2015). Dentro da escala decimal, no ensaio MTT,
a poténcia 12DH apresentou uma curva em “J” bem definida, com um aumento acentuado do

metabolismo ao longo do tempo, sendo 67% maior que o controle negativo as 72 horas
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(p<0,001). Na escala de dilui¢do cinquenta milesimal, a poténcia 5SLM apresentou uma curva
em “J invertido” semelhante ao observado nas TMs e no controle positivo, ainda que tenha
apresentado diferencas significativas em relacdo a Carboplatina em todos os tempos, 0 padréo

de resposta encontrado necessita melhor entendimento.

Considerando estas analises, 0s tratamentos selecionados para a Fase |1 de experimentos
foram as TMs de V.Av. e V.Qv. e suas respectivas dilui¢des nas potencias: 12DH, 200CH e
5LM. As poténcias 5LM de V.Av. e 200CH de V.Qv. foram selecionadas para manter o mesmo
padrdo de diluicdo nos ensaios seguintes, que foram realizados para verificacdo de
apoptose/necrose, producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), liberacdo de citocinas

inflamatdrias, analise da morfologia celular e migracao.

O ensaio de Anexina — 7AAD por citometria de fluxo analisa quantitativamente e
qualitativamente tanto a viabilidade quanto a morte celular, de forma que as células néo
marcadas com nenhum dos reagentes sdo lidas como viaveis (Anexina- 7TAAD"), aquelas
marcadas positivamente para Anexina e negativamente para 7AAD sdo entendidas como em
apoptose (Anexina® 7AAD"), as células negativas para a marcacdo com Anexina e positivas
para 7AAD (Anexina 7AAD") sdo contadas como em necrose e por fim as células em apoptose
tardia ou necrose apresentam dupla marcacgéo, sendo positivas tanto para Anexina quanto para
7AAD. Os resultados sdo expressos na forma de porcentagem dentro de seus quadrantes
especificos (ZIMMERMANN; MEYER, 2011).

Estudos demonstram os efeitos antitumorais das tinturas mées de Viscum album
extraidas das arvores hospedeiras Abies alba e Quercus robur com efeito citotoxico sobre
celulas de melanoma murino B6F10 (MELO et al., 2018). Considerando o percentual de
viabilidade, as TMs V.Av. e V.Qv. promoveram 0s menores percentuais em todos os tempos
avaliados, similar a carboplatina e tendo resultados significativamente menores no tempo de 1
hora. Estudos in vitro mostram os efeitos de homeopatias em células tumorais, com a maioria
dos seus mecanismos relacionados com a ativacdo das vias de apoptose e controle de
crescimento celular (BONAMIN; WAISSE, 2019). No presente estudo, as homeopatias
apresentaram uma flutuacédo da viabilidade ao longo do tempo diferente da observada no grupo
sem tratamento. Sendo que V.Av. 12DH e 200CH ndo apresentaram diferencas nos tempos de
1, 24 e 48 horas, porém houve maior viabilidade (p<0,05 e p<0,01 respectivamente) as 72 horas
de tratamento. A homeopatia de V.Av. 5LM ndo apresentou diferenca, em relacéo ao grupo ndo
tratado, na primeira hora, com maior viabilidade as 24 horas (p<0,01), sem diferenca as 48

horas e menor (p<0,001) as 72 horas. Os tratados com V.Qv. 5LM e 12DH apresentaram maior
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percentual de células viaveis apos 1 e 24 horas, sem diferenca as 48 horas e maior as 72 horas.
O grupo tratado com V.Qv. 200CH né&o apresentou diferenca na primeira hora, no entanto,
houve maior viabilidade as 24 horas, menor as 48 horas e maior as 72 horas. A flutuacdo da
viabilidade com aumento as 24 horas seguido de reducéo as 48 horas observado no grupo V.Qv.

200CH foi similar ao observado em pesquisa do grupo (BEJA, 2020).

Em todos os grupos testados, com excecdo da Carboplatina, TM V.Av. e TM V.Qv.,
houve reducdo da viabilidade celular apos 72 horas, semelhante ao grupo nédo tratado. Esse
efeito pode ser atribuido ao répido crescimento das células B16F10, que as 72 horas espera-se
atingir confluéncia de 100% ou mais, 0 que pode levar ao sofrimento e alguma celular. No
entanto, no grupo V.Qv. 200CH, a viabilidade celular foi mantida das 48 as 72 horas, por isso,
supde-se que tenha havido uma modulacdo do crescimento destas células, uma vez que nao

houve o declinio de viabilidade como observado no grupo néo tratado.

Ao observarmos o Gréafico 4 vemos que a variacdo das médias dentro dos grupos V.Av.
200CH, V.Av. 5L M, V.Qv.12DH e V.Qv. 5LM é similar nos trés primeiros tempos, mantendo
o percentual de células vivas estavel neste periodo, seguido de queda as 72 horas. Diferente
disto, a viabilidade das células ndo tratadas reduziu as 24 horas, se recuperou as 48 horas para
enfim declinar as 72 horas, o que pode estar relacionado com morte natural inerente a rapida
taxa de crescimento inicial destas células. Diante disto, podemos supor que as homeopatias de
VA dos grupos citados promoveram a modulacdo da viabilidade, possivelmente por
mecanismos de controle das taxas de crescimento, ja que no ensaio de MTT essas homeopatias

apresentaram diminuicdo do metabolismo celular.

Com relagéo ao percentual de apoptose nenhum dos tratamentos apresentou diferencas
em relacdo ao grupo ndo tratado em nenhum dos tempos. A Carboplatina foi o Gnico grupo que
apresentou maiores percentuais de células em apoptose nos tempos de 24 (p<0,01) e 48 horas
(p<0,05), sendo que este constitui o principal mecanismo de acdo deste quimioterapico, pois
reage com 0 DNA causando a ativacdo das vias de sinalizagdo de apoptose (FLOROS et al.,
2004).

As analises de apoptose tardia/necrose mostraram que as TMs induziram 0s maiores
percentuais de morte por estas vias em todos os tempos, de forma que houve diferenca entre a
TM V.Av. (p<0,01) e ambos os controles (negativo e positivo) logo apds 1 hora de tratamento.
Com 24 horas de tratamento, as TMs V.Av. (p<0,01) e V.Qv. (p<0,0001) apresentaram

diferencas tanto em relagdo ao grupo sem tratamento quanto em relagéo ao grupo tratado com
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Carboplatina. As 48 horas, comparando ao grupo sem tratamento, as TMs V.Av. (p<0,0001) e
V.Qv. (p<0,01) apresentaram diferencas, bem como as 72 horas (p<0,01), e deixando de

apresentar diferencas em relacdo a Carboplatina nestes ultimos tempos.

As homeopatias apresentaram comportamentos variados ao longo do tempo
comparando ao grupo sem tratamento, sendo que V.Av. 200CH e V.Qv. 200CH ndao
apresentaram diferencas nos tempos de 24 e 48 horas, passando a apresentar nas horas
seguintes, sendo maiores as 48 horas (V.Av. 200CH: p<0,05; V.Qv. 200CH: p<0,01) e menores
as 72 horas (V.Av. 200CH: p<0,01; V.Qv. 200CH: p<0,01). O grupo tratado com V.Av. 12DH
n&o apresentou diferencas nos tempos de 1 e 48 horas, tendo diferenca maior (p<0,05) no tempo
de 24 horas e menor (p<0.01) as 72 horas. As homeopatias de V.Av. 5LM e V.Qv. 5LM néo
apresentaram diferencas nos trés primeiros tempos, com diminuicdo significativa (p<0,01 e
p<0,05 respectivamente) as 72 horas. Ja o tratamento de V.Qv. 12DH néo apresentou diferenca

em nenhum dos tempos.

Em relacdo ao percentual de células em necrose, no tempo de 1 hora, nenhum dos grupos
apresentou diferenca significativa no percentual de necrose, em relacdo as células sem
tratamento. As 24 horas, todos 0s grupos de tratamento apresentaram menor percentual de
células necréticas (com ao menos p<0,01). As 48 horas, o grupo V.Qv. 200CH foi o Gnico que
demonstrou aumento do percentual de necrose e por fim, as 72 horas, nenhum grupo apresentou

diferenga significativa do percentual de necrose em relagéo ao néo tratado.

Correlacionando estes resultados com estudos prévios do grupo, avaliando TM de
Phytolacca decandra, foi observado efeito citotdxico desta tintura mae de sobre células de
adenocarcinoma mamario humano (MCF7) com uma maior sinalizacdo de morte celular por
apoptose. O mesmo foi encontrado em suas diluicdes homeopaticas (30CH e 200CH) (BEJA,
2020). Pesquisas mostram que as TMs de VA colhidas no verdo produzem mais viscotoxinas,
e estas induzem a morte de células tumorais por necrose (HOLANDINO et al., 2018;
HOLANDINO et al., 2020). As células B16F10 tratadas com V.Qv. 200CH causaram morte
celular por necrose as 48 horas, no entanto outros estudos sdo necessarios para compreender

este dado isolado.

Diretamente ligada aos percentuais de vida e morte celular esta a producdo de EROs,
sendo que as especies reativas de oxigénio (EROs) sdo constantemente produzidas e eliminadas
nos sistemas bioldgicos, tendo um papel importante nas fungdes bioquimicas fisioldgicas e no
processo patolégico (PELICANO, CARNEY, HUANG, 2004). Estudos mostram que células
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tumorais estdo sob estresse oxidativo aumentado, associado com a transformacao oncogénica,
alteracdo metabdlica e aumento na producdo de EROs (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA,;
TEW, 2020). Este aumento das quantidades de EROs pode levar a estimulo da proliferacdo
células, promocdo de mutacdes e instabilidade genética, além da alteracdo da sensibilidade
celular & medicamentos antineoplasicos (PELICANO, CARNEY, HUANG, 2004). Por outro
lado, terapias anticancer possuem mecanismos que levam ao aumento da producéo de EROs e
morte celular (KOCYUGIT; GULER, 2017; CHEN et al., 2020; WANG et al., 2021).

A sonda fluorescente DCFH-DA é um marcador direto da producdo de EROs, pois
quanto maior a presenca de corpos oxidantes, maior sera sua expressiéo (ERUSLANOV;
KUSMARTSEYV, 2010). O célculo da mediana da expressdo de DCFH-DA mostra que apenas
os grupos Carboplatina (p<0,01) e TM V.Av. (p<0,01) apresentaram niveis maiores que 0 grupo
sem tratamento. Estes resultados estdo de acordo com o esperado para tais tratamentos, devido
a citotoxicidade dos mesmos (FLOROS et al., 2004; HOLANDINO et al., 2020).

Em contraste, nos tratamentos com as homeopatias V.Av. 12DH e 5LM, bem como
V.Qv. 12DH, 200CH e 5LM, a expressao da sonda foi menor (p<0,001) quando comparado ao
grupo Carboplatina e, sem diferenca em relagdo as células sem tratamento. Entretanto, dentre
as células viaveis, houve menor percentual de expressao de DCFH-DA nas ultradiluicdes de
V.Av. 12DH e 5LM (p<0,0001) comparado aos controles sem tratamento e carboplatina, e nas
homeopatias de V.Qv. 12DH e 5LM comparado com a carboplatina (p<0,001 e p<0,05

respectivamente).

Considerando que as células neoplasicas normalmente estdo sob maior estresse
oxidativo e que este € um fator de agravacdo nos quadros oncolégicos (HAYES; DINKOVA-
KOSTOVA; TEW, 2020), o menor percentual de células produzindo EROs nos grupos V.Av.
12DH e 5L.M pode ser atribuido a um efeito regulatdrio do estresse oxidativo. Entretanto vemos
em V.Av. 200CH uma maior intensidade de EROs, o que sugere possivel sinalizacdo de
sobrevida, uma vez que esta ndo apresenta citotoxicidade. Ao contrario de V.Qv. 200CH que
apresentou citotoxicidade sem aumento na intensidade da expressdo de EROs.

Em relacdo a expressdo de citocinas inflamatorias ap0s os tratamentos com as
ultradiluicdes, diferencas estatisticas foram observadas em alguns grupos quando comparados

a0 grupo sem tratamento.

A familia da interleucina-12 possui um importante papel no sistema imunologico,

agindo principalmente como indutora da imunidade por células, sendo a IL-12p70 sua forma
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bioativa (GEE et al., 2009). Por sua potente acdo pré-inflamatoria, a IL-12 é empregada na
imunoterapia para o0 cancer, sendo que seu emprego via eletrotransferéncia foi eficaz para o
tratamento de células de melanoma murino B16F10, levando a remissdo completa em 71% dos
camundongos tratados (KOMEL et al., 2021). Neste estudo foi observado que apenas as TMs
apresentaram maior expressao de 1L-12p70 nos tempos de 24 e 48 horas, tanto em comparagéo

ao grupo nao tratado quanto a Carboplatina.

O TNF-a ¢ uma citocina com efeitos pleiotropicos em células normais e neoplasicas.
Possui efeitos pré-inflamatorios e pro-apoptoticos (KALE et al., 2018), contribuindo com a
invasividade tumoral juntamente com a IL-1f e IL-6 (MANTOVANI et al., 2014).
Camundongos que ndo produzem TNF-o possuem resisténcia a carcinogénese em pele
(MOORE et al., 1999). No entanto, a expressdo reduzida de TNF-a, juntamente com o
Interferon-y (IFN-y) nos leucdcitos do bago de camundongos com melanoma causou aumento
da metéstase pulmonar (NAKASONE et al., 2012). Neste ensaio apenas a TM V.Av. apresentou
maior expressdo de TNF em comparagdo aos controles sem tratamento e Carboplatina nos
tempos de 24 (p<0,05) e 48 horas (p<0,0001).

O IFN-y é uma citocina que desempenha um papel importante na imunovigilancia,
auxiliando as células do sistema imune a atacar células neoplasicas em desenvolvimento. Sua
producdo enddgena possui efeito protetor contra o crescimento de tumores implantados,
quimicamente induzidos ou espontaneos (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). O IFN-y
promove a geracdo de células T CD4+ especificas para tumor, T-helper do tipo 1 (Th1), células
citoliticas e ativacdo de macrofagos com acdo citocida. Modulando a resposta antitumoral
mediada pela imunidade inata e adaptativa, além da imunogenicidade tumoral (MARCHI et al.,
2011). Nesta avaliacdo a TM V.Av. apresentou maior expressao de IFN-y quando comparada
as células sem tratamento (p<0,0001) e a carboplatina (p<0,0001) em ambos os tempos, ea TM

V.Qv. foi maior que ambos estes controles apenas no tempo de 24 horas (p<0,0001).

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) é uma citocina pré-inflamatéria
importante no processo de infiltragdo leucocitaria no melanoma, além de estimular a secre¢do
de outras citocinas, como o interferon-y (IFN- y), IL-6, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
fator transformador de crescimento-f (TGF-B). Tanto sua presenga, como a das citocinas
subsequentes a sua acdo, possuem um efeito protetor contra o crescimento tumoral no
melanoma murino B16F10 in vivo (NAKASONE et al., 2012). As analises demonstraram que
embora as 24 horas ndo tenha havido diferengas em relacdo ao ndo tratado em nenhum dos

grupos, as 48 horas a TM V.Quv. e todas as suas ultradiluigdes apresentaram menor (p<0,0001)
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expressdo de MCP-1, bem como a homeopatia de V.Av. 200CH (p<0,01), semelhantes a
Carboplatina (p<0,0001). Comparado a esta, a TM V.Av. apresentou maior expressao de MCP-
1 (p<0,05) nos tempos de 24 e 48 horas; a homeopatia V.Av. 12DH teve expressdo maior
(p<0,01) as 48 horas e as dilui¢Bes de V.Qv. 12DH (p<0,01) e 5LM (p<0,05) foram maiores as
24 horas.

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina com efeito imunossupressor envolvida na
tolerancia imunoldgica ao melanoma. Ela suprime a imunovigilancia do melanoma e promove
seu crescimento, através da inibicdo da fungdo dos macréfagos e inducdo de proliferagéo
tumoral (GORDY et al., 2018). Estudos mostram que sua reducdo/neutralizacdo, estimula os
efeitos antitumorais em melanoma murino B16F10 in vivo (GORDY et al., 2018; MARCHI et
al., 2011). Na avaliacdo realizada, apenas a TM V.Av. apresentou maior expressao (p<0,0001)
de IL-10 nos tempos de 24 e 48 horas, comparativamente as células ndo tratadas e a
carboplatina.

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pré-inflamatoria envolvida na polarizacéo para o
padrdo de resposta imunoldgica Th-2, com o direcionamento da diferenciacdo de células T
CD4+ produtoras de IL-4 (RINCON et al., 1997) e impedindo a resposta imunoldgica Th-1
(DODGE et al., 2003). A IL-6 esta envolvida no crescimento tumoral e contribui nas vias de
evasdo do sistema imune pelas células tumorais. Além disso, a reducao/neutralizacdo da IL-6
promove reducdo do crescimento tumoral, melhora a resposta imunoldgica ao tumor e reduz a
recorréncia ap6s remissao em melanoma murino B16F10 (CHAN et al., 2019). Neste estudo,
tanto comparativamente ao grupo sem tratamento quanto a carboplatina, apenas as TMs
apresentaram maior expressdo de IL-6, sendo no caso da TM V.Av. nos tempos de 24
(p<0,0001) e 48 horas (p<0,01 e p<0,0001) e no caso da TM V.Qv. apenas com 24 horas
(p<0,001).

Com isto, vemos que as TMs embora tenham apresentado aumento da expressdo de
citocinas, devido sua alta toxicidade e morte por necrose, a TM V.Av. promoveu um ambiente
neutro com tendéncia a anti-inflamatério e a TM V.Qv. promoveu ambiente menos inflamado
com menos recrutamento de Macréfagos. Ja as diluicdes homeopéticas promoveram
diminuicdo da expressdo de MCP-1 possibilitando menor recrutamento de Macrofagos e

modulacéo do processo inflamatorio.

Em relacdo as possiveis altera¢cdes morfoldgicas apds os tratamentos, foi observado que

as células sem tratamento apresentam caracteristicas que estdo em conformidade com esperado
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para células neoplasicas malignas. Analises microscdpicas mostraram que ndo houve alteracoes
significativas na morfologia das células B16F10 apds tratamento com as ultradiluicGes
homeopaticas. Ja os grupos tratados com carboplatina, ap6s 24 horas passaram a apresentar
células menores com vacuolizagdo citoplasmatica, condensacdo nuclear e corpos apoptoticos.
As andlises dos tratamentos com as TMs no tempo de 1 hora, ja é possivel evidenciar restos
celulares e células com citoplasma fortemente corado e de bordos indefinidos, além de imagens
sugestivas de cariolise e picnose. Nos tempos seguintes apresentam ainda citoplasma

vacuolizado e ndcleo sem definicdo, semelhantes a células liquefativas.

Em paralelo, foi realizada avaliagdo qualitativa das figuras de mitose, onde no tempo de
1 hora, nas dilui¢bes homeopaticas da TM V.Qv., houve maior quantidade de imagens das fases
iniciais da mitose (de préfase a metéafase), com células arredondas, desaparecimento da
membrana nuclear e dos nucléolos e condensacdo da cromatina. Por outro lado, em todos os
outros grupos, onde ndo houve morte completa, observou-se uma prevaléncia de imagens das
fases finais da mitose (telofase, citocinese), com membrana nuclear e nucléolos presentes e
descondensacdo da cromatina e divisdo do citoplasma. Para melhor compreensdo destas
alteracOes induzidas pelos tratamentos, a avaliacdo quantitativa destas figuras de mitose sera

realizada posteriormente.

Além das alteracGes celulares que os tratamentos podem induzir, € importante investigar
os efeitos em relacdo a capacidade de migracéo dessas células tumorais apés os tratamentos. O
ensaio de Wound Healing verifica a capacidade de migracao direcional em monocamadas de
culturas celulares (RODRIGUEZ; WU; GUAN, 2005). O estudo mostrou que as células
B16F10 embora apresentem grande capacidade migratéria quando sem tratamento, sofreram
declinio desta ao serem expostas a todos os tratamentos testados neste estudo. No entanto, ainda
gue nenhum dos tratamentos tenha apresentado diferenca significativa entre os tempos de O e
24 horas, € possivel observar diminuicdo do perimetro da ferida ao longo do tempo, diferente

do observado na Carboplatina.

Todas estas andlises constituem um estudo sem precedentes na pesquisa com
ultradilui¢des de VA, fornecendo dados de base para futuros estudos que possam verificar ainda
mais profundamente seus mecanismos de a¢do, bem como abordar outras poténcias que ainda

ndo tenham sido verificadas.
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6 CONCLUSAO

As TMs de V. album de Abies alba e Quercus robur, colhidos no verdo, promoveram
diminuigdo do metabolismo celular, morte por necrose com alta citotoxicidade e o estresse
oxidativo variou dependendo da espécie, houve modulacdo no perfil inflamatdrio, alteraces
morfologicas significativas de sofrimento e morte celular com apenas 1 hora de tratamento, o

que impossibilitou, inclusive, a analise de migracéo.

As dilui¢cbes homeopaticas apresentaram comportamentos de modula¢éo dos processos
celulares, tanto com relacdo ao metabolismo, quanto com relacdo a sua replicacdo e estresse

oxidativo; alteracdes nos padrées de inflamacdo, mitose e migracéo.

A diluicdo 200CH de Quercus de verdo apresentou resultados diferentes dos outros
tratamentos, tais dados isolados podem ser artefato ou ndo, de forma que outros estudos

precisam ser realizados.

Os resultados obtidos com as ultradiluicbes homeopéticas de VA sdo inéditos e
colaboram para a compreensdo dos efeitos e mecanismos de acdo dessas homeopatias, além de

reforgarem a necessidade de outros estudos.

Tabela 3: Resultados mais relevantes obtidos em todas as analises, com 0s tratamentos
utilizados na Fase Il.

RATAMENTOS | METABOLISMO |  VIABILIDADE m m CITOCINAS | MORFOLOGIA | MIGRACAO
(MTT) ) 7JAAD) DA) (cBA) (GIEMSA) (WH)
AL12: STNF;
™ VA + + Necrose t >IFNy; >IL10; Morte Morte
6
V.Av. 12D B b Inconclusivo
V.Av. 200CH - + <MCP1 Inconclusivo
VAv. 5LM + e Inconclusivo
' >L12; FNy;
™ V.Qw 4 + Necrose <MCP1; L6 Morte Morte
V.Qv. 120 + + e Mp1 e sesds o onclusivo
V.Qv. 200CH + “‘“’W( - b Mepy  Pmeemie | onclusivo
V.Qv. SIM v ¢ <MCP1 m;:::;:.m Inconclusivo

#: diferenca significativa em relacéo ao grupo tratado com Carboplatina.
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