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RESUMO

O melanoma é o cancer de pele mais agressivo e surge da transformacéo dos
melandcitos. As células apresentam alto potencial metastatico, manipulam o sistema
imunoldgico a seu favor e se camuflam, impossibilitando sua detec¢do e expulséo.
Os tratamentos atuais ndo sdo completamente efetivos e causam efeitos colaterais,
por isso h4 a necessidade de novos tratamentos. Compostos naturais altamente
diluidos ndo agridem o organismo e sédo opc¢des viaveis no tratamento do cancer. O
objetivo do trabalho € avaliar o efeito do composto natural altamente diluido Thuya
occidentalis 30CH (Thuya 30CH), em células de melanoma murino (B16-F10), com
foco em analisar caracteristicas e funcionalidades das células, além de possiveis
acOes antimetastaticas e antitumorigénicas. Além disso, verificar a citotoxicidade e
viabilidade de células normais (Balb/3T3). Com esses objetivos, células foram
plagueadas e cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 10% de Soro
Fetal Bovino, penicilina 100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, e mantidas a 37°C, 5%
CO,. Foram tratadas ou ndo com 20% (v/v) da solucdo teste (Thuya 30CH), ou
veiculo (agua), e com reforgco de 1% (v/v) a cada 24h, por 72h de tratamento. Foram
analisadas a proliferacédo celular através do ensaio de cristal violeta e a producéo de
melanina pelo ensaio de melanogénese. Além disso, foi realizada a marcag¢do com a
sonda fluorescente DCFH-DA para deteccdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e DAF-FM para de nitrogénio (6xido nitrico - NO). A capacidade de
retencdo de vermelho neutro em vesiculas acidas foi analisada, assim como a
atividade mitocondrial através do teste de MTT e o potencial de membrana
mitocondrial foi verificado através do ensaio com JC-1. A morte celular foi verificada
através de citometria de fluxo com os marcadores anexina/7AAD, e o ciclo celular
com solucdo de PI/RNAse. Foram analisadas por imunomarcacdo as moléculas de
superficie CD44 e N-caderina, importantes para migracao e invasao. Além disso, foi
realizado o ensaio de formacao de col6nias utilizando matriz 3D de alginato. Thuya
30CH mostrou-se promissor no combate ao melanoma, diminuindo a proliferacao,
aumentando a producdo de melanina e a concentracdo de ROS intracelular. O
tratamento ndo alterou os parametros de funcionalidades testados, nado foi possivel
detectar mudancas na integridade mitocondrial, na produgcao de NO e foi observado
que ndo ocorre nenhum tipo de morte celular decorrente do tratamento. Houve
diferencas significativas nas fases do ciclo celular, o que pode significar que o
tratamento esteja deixando o ciclo mais lento e por isso diminuindo a proliferacéo
celular. A expressdo de N-caderina foi diminuida pelo tratamento, e Thuya 30CH
diminuiu o nimero de coldnias formadas em ensaio in vitro, demonstrando promissor
potencial antitumoral e antimetastatico. Conclui-se que o composto testado é eficaz
contra células de melanoma, diminuindo seu poder proliferativo e suas
caracteristicas metastaticas e tumorigénicas.

Palavras-chave: Altas diluicdes. B16-F10. Citotoxicidade. Estresse oxidativo.
Formacéao de colonia. Thuya occidentalis 30CH.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive skin cancer and arises from melanocytes
transformation. These cells have a high metastatic potential, and manipulate the
immune system in its advantage turning into unlikely its detection and elimination.
Treatments used nowadays are not as effective as it should be, and present several
side effects. Thus there is an urgent need for new treatments. Highly diluted natural
compounds do not harm the body and are viable options to treat cancer. This work
aims to evaluate the effects of the natural compound highly diluted Thuya
occidentalis 30CH (Thuya 30CH) on murine melanoma cells (B16-F10), focusing on
analyzing tumor cell features and functionality related to metastasis and
tumorigenesis. Also, cytotoxicity and viability of normal cells (Balb/3T3) were verified.
Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium, 10% fetal bovine serum,
penicillin 100U/ml, streptomycin 100ug/ml, and kept at 37°C, 5% CO,. The cells were
treated or not with 20% (v/v) of the tested solution or vehicle (water), with 1% (v/v) of
additional treatment every 24 hours for up to 72h. Cell proliferation was assessed by
crystal violet assay and melanogenesis by melanin detection assay. In addition, the
fluorescent probe DCFH-DA was used for intracellular reactive oxygen species
(ROS) detection, and DAF-FM for nitric oxide (NO) detection. Lisosomal neutral red
retention capacity and mitochondrial activity by the MTT assay were analyzed.
Mitochondrial membrane potential was checked by JC-1 assay. Cell death was
verified by flow cytometry with Annexin/7AAD, and cell cycle with PI/RNase solution.
Immunostaining of CD44 and N-cadherin surface molecules, important for migration
and invasion, were also performed. In addition, the capacity of colony formation was
detected using a 3D alginate matrix. Thuya 30 CH showed to be a promising agent
against melanoma, decreasing cell proliferation, increasing melanin production, and
intracellular concentration of ROS. The treatment did not affect cells functionality
parameters, as well as mitochondrial integrity, and NO production. Even though no
cell death was observed, there was a significant change in cell cycle phases. The
treatment was able to slow down the cell cycle, thus reducing cell proliferation. N-
cadherin expression was decreased by the treatment, as well as the number of
colonies formed in vitro. Together, the results showed that Thuya 30CH is effective
against melanoma cells, reducing cells proliferative capacity, in addition to
tumorigenic and metastatic features.

Keywords: High dilutions. B16-F10. Cytotoxicity. Oxidative Stress. Colony formation.
Thuja occidentalis 30 CH.
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1 INTRODUCAO

O melanoma é um tipo de céncer de pele cuja incidéncia vem aumentando a
cada ano em todo o mundo. E altamente maligno e apresenta um dos maiores
indices de metastase dentre os canceres conhecidos. (HOLMES, 2014). A cirurgia é
o tratamento mais utilizado no estagio inicial da doenca, porém quando ocorre
metéstase, ou seja, quando células malignas migram pelos vasos sanguineos ou
linfaticos e invadem outros tecidos formando novas col6nias, a remocao cirlrgica
nao é capaz controlar o cancer que ja atingiu esse estagio de progressao. Nesse
caso, 0S especialistas recorrerem a quimioterapia como forma de tratamento
utilizando drogas que sdo capazes de prevenir a proliferacdo celular e progressao
dessa doenca. (ATALLAH; FLAHERTY, 2005).

Ha muita dificuldade de se desenvolver tratamentos que sejam especificos
para combater as células de melanoma devido principalmente ao fato de as células
tumorais residirem em tecidos saudaveis. Sendo assim, os tratamentos atuais
geralmente sdo pouco eficazes quando a doengca se encontra em estagio
metastatico, proporcionando varios efeitos colaterais, comprometendo a qualidade
de vida do paciente, (MARTI; SOROLLA; YERAMIAN, 2012) e ainda, ndo levando a
cura. (BHATIA, TYKODI e THOMPSON, 2009). Por ser tao resistente, e prejudicar
tanto a qualidade de vida de portadores da doenca, 0 melanoma tem sido cada vez
mais estudado e utilizado como modelo de pesquisa em todo o mundo, as quais
buscam desenvolver e analisar alternativas para o tratamento desse cancer.
(BHATIA, TYKODI e THOMPSON, 2009). Dessa forma, ha a necessidade de se
pesquisar e testar novos tratamentos que possam melhorar a qualidade de vida de
pacientes portadores de melanoma, os quais possam combater de maneira mais
facil e eficaz esse tipo de neoplasia maligna, ou que, até mesmo, venham a
aumentar a capacidade de defesa do proprio organismo, fortalecendo-o e

combatendo as células cancerosas.

Os compostos naturais altamente diluidos estdo incluidos na gama de
tratamentos utilizados na medicina integrativa que estdo sendo testados, pelo fato
marcante de normalmente ndo demonstrarem efeitos colaterais. (BETTI, 2013).

Esses podem ser formulados com extratos de origem vegetal, animal ou mineral



gue sejam considerados Uteis para determinados sintomas ou doenca. Diversas
observacdes clinicas demonstram o0 sucesso de tratamentos com esse tipo de
compostos, uma vez que levam o0 organismo a responder positivamente a
diferentes condi¢cdes patoldgicas. Compostos naturais altamente diluidos sé&o
utilizados por muitos pacientes para tratamento de diferentes doencas, desde
problemas mais simples como resfriados, febres e lesdes cutaneas, até
enfermidades mais complexas, como infec¢gdes por patdgenos e neoplasias. (BELL;
KOITHAN, 2012).

Varios estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstram
resultados relevantes utilizando compostos e complexos naturais altamente
diluidos, que foram capazes de modificar a resposta imunoldgica. Foi observado
que compostos e complexos naturais altamente diluidos ativam células do sistema
imunoldgico tanto in vitro quanto in vivo, melhorando a imunidade celular e humoral,
proporcionando grande protecdo ao organismo contra infecgdes, além de modular a
resposta inflamatéria, uma vez que levam a reducdo da producdo de citocinas
inflamatoérias quando simulada uma infeccdo. (PIEMONTE; BUCHI, 2002;
OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011a). Além
dessas propriedades, os complexos testados ndo se mostraram citotoxicos nem
mutagénicos nas concentragdes utilizadas. (OLIVEIRA et al., 2011b). Estudos
utilizando células tumorais também foram realizados na tentativa de analisar se,
além de alterar os padrbes imunoldgicos, os compostos e complexos naturais
altamente diluidos poderiam modificar aspectos e caracteristicas intrinsecas do
cancer. Sendo assim, em 2005, Sato e colaboradores observaram que o tratamento
por 19 dias de camundongos com sarcoma-180 com um complexo natural
altamente diluido promoveu reducdo no tamanho dos tumores, menor ulceracéo
cutanea, além de regular os leucocitos de forma a compensar os efeitos da doenca
e conter a progressao tumoral. (SATO et al., 2005). Efeitos dos complexos naturais
altamente diluidos também foram observados em animais portadores de melanoma
(in vivo) e em linhagens de melanoma experimentais in vitro. O tratamento in vitro
mostrou melhora da resposta imunoldgica contra células de melanoma B16-F10,
reducdo da invasdo e migracdo celular além de aumento da ades&o celular.
(GUIMARAES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010). Em modelos in vivo de

melanoma, quando os animais eram tratados com os complexos naturais altamente
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diluidos, observou-se menor metastase pulmonar e diminuicdo do volume tumoral
em modelo subcutdneo. (GUIMARAES et al., 2010; ANDRADE et al., 2016).
Também foi observado que em culturas de células mononucleares humanas pré-
tratadas com o complexo natural altamente diluido denominado M1 e,
subsequentemente cocultivadas com células 1205Lu (melanoma humano), tiveram
sua capacidade de inducdo de morte das células tumorais aumentada. (KUCZERA,
2013). Ainda, em pesquisa utilizando os complexos M1 e M8 demonstrou-se a acéo
direta nas células tumorais através da reducdo de caracteristicas fenotipicas
metastaticas de células de melanoma murino B16-F10. (POTRICH, 2014;
GONCALVES, 2016). Com todos esses achados, pode-se dizer que compostos e
complexos naturais altamente diluidos devem continuar sendo estudados e
utilizados a favor do tratamento ndo s6 do cancer, mas de diversas patologias, por
se mostrarem eficientes em diversos mecanismos biologicos.

Anteriormente, pensava-se que o0s efeitos antitumorais dos compostos
naturais altamente diluidos apresentados, eram consequéncias apenas da ativacao
do sistema imunolégico, uma vez que ha estudos e evidéncias que comprovam que
essa ativacdo de fato acontece e que € um dos mecanismos responsaveis pelo
resultado antitumoral. Porém, hoje se sabe que esses compostos e complexos
naturais altamente diluidos também sdo capazes de atuar diretamente sobre
células tumorais o que poderia fazer com que o tratamento fosse ainda mais
eficiente, atingindo diretamente as células tumorais e também via sistema
imunoldgico, estimulando o préprio organismo a combaté-las. Neste trabalho foram
estudadas funcionalidades e caracteristicas tumorigénicas e metastaticas
intrinsecas de células de melanoma apds tratamento com o composto natural

altamente diluido Thuya occidentalis 30CH.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1CANCER

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencgas que tém em
comum a presenca de células com crescimento acelerado e caracteristicas
migratérias e invasivas. Como essas células anormais costumam se dividir muito
rapidamente, o cancer costuma ser muito agressivo, chegando ao ponto de ser
incontrolavel. Em geral, nos casos de cancer, apés ocorrer o desprendimento das
células anormais do tumor primario, essas células migram e invadem outros tecidos
formando tumores secundérios, num processo denominado de metéstase.
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2016). Por outro lado, um tumor quando
chamado benigno se apresenta como uma massa localizada de células que também
se multiplica de forma anormal e que se assemelha ao seu tecido original, porém
apresentando caracteristicas diferentes das células verdadeiras do tecido em que se
encontra. Diferente do tumor maligno, raramente apresenta risco a vida do paciente,
uma vez que ndo apresenta capacidade de realizar metastase. (INCA, 2016).

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, com o niamero de
mortes projetado a aumentar marcadamente com o passar dos anos. (VISVADER,
2011). Os motivos e razdes que levam ao aparecimento do cancer sao
extremamente variados e podem ser tanto externos quanto internos ao organismo e
podem ainda estar inter-relacionados. As causas internas estéo relacionadas com a
carga genética pré-determinada para cada individuo, a qual dificimente sera
alterada. Apesar disso, 80% a 90% dos céanceres estdo associados a fatores
externos ambientais, como tabagismo, exposicdo solar, contaminacao viral além de
componentes alimenticios. (STEWART, 2015). Os habitos e estilo de vida de cada
individuo também podem influenciar fortemente no aparecimento do cancer. Dados
mostram que em paises economicamente desenvolvidos o numero de mortes por
cancer é maior do que em paises em desenvolvimento devido & adocéo de estilo de
vida com inatividade fisica, dieta “ocidentalizada” e ao tabagismo, aliados ao
envelhecimento da populacdo. (JEMAL, 2011). Ainda, esses fatores causais podem
interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de transformacfes malignas

nas células normais.
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Para entender como o cancer surge é preciso entender que uma ceélula
normal pode a qualquer momento sofrer alteragcdes nos genes presentes no DNA.
Quando isso ocorre, essas células que tiveram o material genético alterado
comecam a realizar atividades diferentes e/ou até mesmo perdendo sua capacidade
funcional. Proto-oncogenes sdo genes responsaveis pelo crescimento e
diferenciacdo normais em células, que estdo frequentemente envolvidos com
a transducao de sinal e com a execucdo de sinais mitéticos, geralmente através de
seus produtos proteicos. (BLAGOSKLONNY, 2003). Caso ocorram alteracoes
sucessivas e acumulativas em proto-oncogenes, esses passam a se chamar
oncogenes, uma vez que se tornam responsaveis por iniciar o processo de
malignizacdo das células normais (cancerizacao), podendo levar a formagdo de um
tumor. Os oncogenes fornecem a essas células novas propriedades, que foram
descritas como hallmarks do cancer. Essas “marcas de identificacdo” sdo o
crescimento e divisdo hiperativa, protecdo contra morte celular programada, perda
de limites teciduais normais e a habilidade de se tornarem estaveis em diversos
ambientes teciduais. Além disso, genes supressores de tumor estdo geralmente
inativados nas células cancerigenas, auxiliando na perda das funcdes normais
dessas células, como replicacdo de DNA acurada, controle sobre o ciclo celular,
orientacdo e aderéncia nos tecidos e interagdo com as células do sistema
imunoldgico, além de estimular o crescimento dos vasos sanguineos para fornecer
nutrientes aos tumores (angiogénese sustentada) e potencial para migracdo e
invasdo de novos tecidos. (HANAHAN, WEINBERG, 2000, 2011). (FIGURA 1).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mitose
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FIGURA 1 - MARCADORES DE INDENTIFICACAO DO CANCER

Marcadores
emergentes
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Auto- suficiéncia
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crescimento
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angiogénese e invasio (~‘ ﬂ
«

Replicagio ilimitada
CAPACIDADES

Diagrama que mostra as diferentes capacidades adquiridas durante a progressédo do tumor,
ou da doenca denominada cancer. O diagrama A mostra 0s marcadores do cancer
propostos inicialmente pelos autores em 2000, e o diagrama B mostra as atualizagbes
adicionadas que definem as capacidades tumorais e os marcadores emergentes.
FONTE: adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Copyright © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

2.1.1 Melanoma

O melanoma é um tipo de cancer de pele que se origina da transformacao
maligna dos melandcitos, que sao as células responsaveis pela producdo do
pigmento da pele, a melanina. Os melandcitos sdo células derivados da crista
neural que, durante o desenvolvimento, colonizam a pele, os olhos e, em menor
grau, uma ampla gama de outros tecidos em todo o corpo. Os melandcitos nesses
locais diversos podem dar origem a tipos fenotipicamente diversos de melanoma.
(SHAIN, 2016). Os melanomas geralmente aparecem como manchas de coloracao
preta ou marrom, e com menos frequéncia, rosa, vermelha, roxa ou branca, além de
poderem apresentar bordas irregulares, coloracéo heterogénea (regides mais claras
e escuras), e também formacéo de feridas. (GUPTA, 2014). (FIGURA 2).

O risco de desenvolvimento de melanoma esta relacionado com
caracteristicas genéticas e pessoais, como 0 comportamento de exposi¢do a raios
ultravioleta. (WHO, 2016). Estudos epidemiolégicos mostram o0 aumento da
incidéncia de melanoma ao longo das ultimas décadas, e com previsdo de
crescimento no nimero de casos. Atualmente, 132 mil casos de cancer de pele tipo
melanoma ocorrem globalmente a cada ano. Os indices mais altos de melanoma

ocorrem em paises onde os habitantes sdo predominantemente de pele clara.
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(NIKOLAOU; STRATIGOS, 2014). O melanoma, apesar de menos frequente do que
0s canceres de pele do tipo ndo melanoma, representando apenas 5% dos tipos
de cancer da pele, € 0 mais grave e agressivo dentre esses, sendo a maior causa de
morte por cancer de pele. (SHAIN, 2016).

O processo de transformacdo maligna dos melanécitos € causado por uma
complexa interacao entre fatores ambientais e genéticos. O principal fator ambiental
que contribui para o surgimento de melanoma é a exposi¢do solar, podendo o
melanoma aparecer devido a mutagbes nédo reparadas no DNA, causadas por
radiacdo UVB. Essas muta¢cBes podem levar a divisdo celular rapida e formacao de
tumores malignos. (NARAYANAN, 2010). Porém, os fatores genéticos continuam
sendo o principal risco para o desenvolvimento da doenca, uma vez que O
surgimento do melanoma é predominante em individuos de pele pouco pigmentada
(caucasianos). (WHO, 2016). Por isso o surgimento desse tipo de cancer de pele
ocorre na maioria das vezes em pessoas com pele clara, e que tenham grande

exposicao solar.

FIGURA 2 — MELANOMA E OS ESTAGIOS DA DOENCA
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A figura mostra imagens clinicas que representam o melanoma (linha A), nos diferentes
estagios da transformacéo: Nevo (pinta), nevo displasico, melanoma e melanoma invasivo.
Abaixo (linha B) apresenta esquema ilustrando as caracteristicas arquitetdénicas de cada tipo
de lesdo. Na sequencia (linha C) estdo representadas fotomicrografias ilustrando as
caracteristicas histopatolégicas representativas de cada tipo de lesdo. N&do necessariamente
0 melanoma passa por todos os estagios.
FONTE: Adaptado de (SHAIN, 2016).
Copyright © 2016, Rights Managed by Nature Publishing Group.

A metastase é a causa mais importante de mortalidade no caso do
melanoma maligno. (PASCO, 2004). O potencial invasivo em melanoma esté
diretamente relacionado a espessura do tumor primario, uma vez que existe um
aumento progressivo no potencial invasivo e metastatico com o aumento da
espessura do tumor. (CERDEIRA, 2011). Dentre os varios processos envolvidos na
progressdo do melanoma, os cruciais sdo aqueles que de forma direta ou indireta
interferem na capacidade metastatica da célula. Dessa forma, a descoberta de
genes envolvidos na predisposicdo e desenvolvimento do melanoma seguida da
identificacdo de novas mutacfes tem melhorado os mecanismos de entendimento
dessa doenca fatal. (IBRAHIM; HALUSKA, 2009).

2.1.2 Tratamentos convencionais para melanoma

Quando diagnosticado precocemente, o melanoma pode ser retirado
cirurgicamente, e cerca de 80% dos casos séo tratados dessa forma. No entanto,
esse procedimento pode deixar células malignas circulantes, que muitas vezes
podem dar origem a novos tumores. (MAVERAKIS et al., 2015).

Para o tratamento do cancer diversas drogas e inovacgOes tecnoldgicas séo
propostas todos os anos por diferentes centros de pesquisa pelo mundo, na tentativa
de combater esse tipo de doenca. Porém, os tratamentos mais utilizados na clinica
ainda sdo os mais antigos como, por exemplo, a remocao cirirgica, a quimioterapia
(que vem sendo alterada com o passar dos anos) e a radioterapia. Todas essas
terapias estdo disponiveis como tratamentos convencionais contra o cancer sendo
geralmente escolhidas uma ou mais intervencdes, com o objetivo de curar ou
prolongar o tempo de vida do paciente. (WHO, 2016). Porém, para a maior parte dos
tipos de cancer, essas terapias sao transitorias, insatisfatoriamente efetivas trazendo
ainda diversos efeitos colaterais ao organismo. (HANAHAN; COUSSENS, 2012).
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Sendo 0 melanoma metastatico altamente refratario as terapias existentes (GRAY -
SCHOPFER et al.,, 2007), os pacientes que apresentam melanoma avancado
recebem um progndstico desfavoravel. Entretanto, pelo fato do diagndstico ocorrer
precocemente o tempo de sobrevida de pessoas portadoras de melanoma tem
aumentado.

Dentre as drogas quimioterapicas utilizadas nos tratamentos clinicos
convencionais para melanoma maligno estdo: dacarbazina (DTIC), cisplatina,
paquitlaxel, docetaxel, temozolomida andloga de DTIC, dentre outras. (GRAY-
SCHOPFER et al., 2007). Outros tipos de tratamentos como imunoterapicos também
vém sendo utilizados clinicamente através de administracdo de imunoestimulantes
como Interleucina-2 (IL-2) e Interferon (IFN). Porém, nenhum dos tratamentos
mencionados oferece taxa de sucesso maior que 30% para a regresséo total ou cura
desta patologia. (PALUMBO, 2016). Além disso, a utilizacdo dessas drogas €
acompanhada de multiplos efeitos colaterais, tais como: febre, nausea, vémito,
fadiga, distensdo abdominal, dores de cabeca, edemas periféricos, disfuncéo renal,
mielossupressao, sindrome do escape capilarico que afeta a irrigacdo sanguinea em
varios 0Orgaos, hipotensdo, aumento de creatinina no soro, congestdo vascular
pulmonar, edema generalizado, aumentada suscetibilidade a infec¢cdo por
Staphylococcus, supressdo de medula Ossea, depressdo, chegando até a
desenvolver comportamento suicida. (ATALLAH; FLAHERTY, 2005).

Além disso, novos tratamentos que interferem na regulacéo da sinalizacéo e
de genes mutados presentes nas células de melanoma responsaveis pelo
malignizagcdo das mesmas estdo sendo testados e utilizados, permitindo que esses
tratamentos sejam geneticamente adaptados. (IBRAHIM; HALUSKA, 2009). A
primeira terapia dirigida para demonstrar uma eficacia substancial contra o
melanoma foi o tratamento com Vemurafenibe, um inibidor de BRAF competitivo
com ATP. No ensaio clinico de fase lll, esse tratamento conferiu uma vantagem de
sobrevivéncia comparada a quimioterapia com dacarbazina. (MARZUKA, 2015.
GRIMALDI, 2015). O Dabrafenibe, outro inibidor BRAF, proporciona um beneficio
clinico semelhante. Vemurafenibe e Dabrafenibe foram aprovados pela FDA para o
tratamento de melanoma avancado, apresentando mutacdo em BRAF, em 2011 e
2013 respectivamente. (LO, 2014). A combinacédo de Ipilimumabe e Nivolumabe

também foi testada em 2015 e mostrou melhorias, porém devido a alta toxicidade


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grimaldi%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26175403
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varios pacientes relataram que interromperam o uso pela grande quantidade de
efeitos colaterais. (PALUMBO, 2016). (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - TRATAMENTOS PARA O MELANOMA

IMUNOTERAPIAS
ipilimumab

DACARBAZINA ALTA DOSE IL-2

Pembrolizumab

Tratamentos mais utilizados para o melanoma. Inicialmente foi descoberta e utilizada na
quimioterapia a dacarbazina, que gera varios efeitos colaterais aos pacientes. No final da
década de 90, o uso de altas doses de Interleucina-2 foi introduzido, e a partir de 2010
surgiram tratamentos mais especificos como Vemurafenibe e o Ipilimumabe por exemplo.
Porém nenhum desses tratamentos é eficaz o suficiente para curar o paciente do
melanoma.
FONTE: Adaptado de (LO, 2014).
Copyright © 2014. American Association for the Advancement of Science.

O melanoma maligno é considerado um dos canceres mais resistentes aos
tratamentos convencionais, aliado ao fato de ndo existir terapia que efetivamente
iniba 0 potencial metastatico desse tumor. (MARTI; SOROLLA; YERAMIAN, 2012).
Sendo assim, apesar de todos os avancos tecnologicos e todo o empenho de
diversos pesquisadores a cura para o melanoma ainda nao foi descoberta sendo

necessaria a continuacao de todos os estudos relacionados a esta patologia.

2.2 COMPOSTOS NATURAIS ALTAMENTE DILUIDOS

A utilizacdo de compostos altamente diluidos como sistema terapéutico foi
iniciada no final do século XVIll pelo médico alemdo Samuel Christian Hahnemann
(1755-1843). (WAISSE, 2012). Fundamentado no principio da similitude “similia
similibus curantur” que significa o “semelhante cura o semelhante”, que significa que
se algum composto, quando administrado em altas doses por um individuo
saudavel, gera determinados sintomas quando um individuo doente apresentar os

mesmos sintomas, ele pode ser curado com 0 mesmo composto, porém diluido.
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Além disso, tem como objetivo estimular os mecanismos de cura do proprio corpo,
segundo a Farmacopeia Homeopatica Brasileira (2011). Esses compostos utilizam
uma seérie de substancias derivadas de plantas, animais, minerais, substancias
quimicas sintéticas ou drogas convencionais, todas em quantidades minimas,
usando um processo de preparacao especial com repetidas diluicdes e sucussdes
(agitacdo vigorosa). (BELLAVITE, 2014).

No Brasil, desde 1980, a homeopatia € uma das especialidades médicas
reconhecidas pelo Conselho Federal de Medicina. (BRASIL, 1980). Em 2006 o
Ministério da Saude considerou a homeopatia como sendo um sistema médico
complexo, de abordagem integral e dindmica do processo saude-doenca, com acdes
no campo da prevencdo de agravos, promocdo e recuperacdo da saude.
(PORTARIA 971, MINISTERIO DA SAUDE, 2006), sendo que em 2007, o Ministério
da Saude também incluiu os tratamentos homeopaticos na rede de Sistema Unico
de Saude (SUS), permitindo uma maior utilizacdo e atingindo um maior numero de
pacientes. (BRASIL, 2008).

A utilizacdo de medicamentos homeopéaticos por pacientes vem aumentando
no Brasil e no mundo. Alguns dos fatores que explicam esse aumento sdo: o fato da
alopatia apresentar diversos efeitos colaterais, ter forte tendéncia a levar os
pacientes a dependéncia da droga, e também por vezes, o alto custo. Na Europa,
por exemplo, a homeopatia € a terapia médica complementar mais comum.
(MILAZZO et al., 2006; PREETHI et al, 2011).

Diferente dos medicamentos alopaticos, que s80 0Ss mais comumente
utilizados e levam anos de estudo para serem liberados para utilizacdo pela
populacdo, a homeopatia a medida que é desenvolvida ja é utilizada clinicamente.
Isso significa que pouco se sabia cientificamente sobre a eficacia e seguranca desse
tipo de terapia antes de sua utilizacdo clinica. Apesar disso, hoje em dia o banco de
dados de pesquisa basica em homeopatia ‘HomBRex’ lista mais de 2000 trabalhos
com pesquisa basica na homeopatia. (CLAUSEN, et al., 2011). O trabalho mais
antigo foi realizado na Alemanha e data de 1832. Entre 1832 e 1900, 21 trabalhos
foram publicados, dentre os quais 17 foram realizados por pesquisadores da
Alemanha. Os primeiros estudos de pesquisa basica relatados fora da Alemanha
datam de 1902 (Franca), 1922 (Estados Unidos), 1936 (UK), 1968 (india) e 1982

(Brasil). Juntos, Franca, Alemanha, india e Brasil contribuem com 70% das
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publicacdes de experimentos com homeopatia. No Brasil a investigacdo da atividade
de compostos naturais altamente diluidos aumentou nos ultimos 10 anos e metade
dessas publicacGes passa por revisores antes de serem publicadas (do inglés peer
reviewed). (CLAUSEN, 2014). Esses dados mostram que a pesquisa no campo da
homeopatia, apesar de ainda nédo atingir as proporcdes das pesquisas com alopatia,
esta crescendo e, além disso, de uma forma muito mais confiavel, fazendo com que
haja cada vez mais trabalhos publicados de forma ética, rigorosa e precisa,
contribuindo para o avango da ciéncia.

Com o passar dos anos, 0s pacientes vém percebendo que a alopatia muitas
vezes cura por algum tempo, mas que logo ha a necessidade de fazer a utilizacao
do mesmo medicamento novamente. Por esse motivo também h& uma procura
maior por tratamentos alternativos que curem o0 organismo como um todo, como
trazem os principios da homeopatia. Apesar disso, h& poucos estudos clinicos sobre
a eficacia dos medicamentos homeopaticos no tratamento do cancer. (PREETHI et
al, 2011). Inimeras hipbéteses sobre como atuam esses compostos altamente
diluidos ja foram formuladas, porém até entdo, nenhuma explica de maneira
satisfatoria sua acdo. Recentemente, a ocorréncia de nanoparticulas de silica como
fator para a atuacdo dos compostos naturais altamente diluidas vem sendo
estudada. Alguns trabalhos relatam a presenca de moléculas derivadas da solugéo
de partida em solu¢des altamente diluidas, que supostamente ficaram na forma de
nanoparticulas em suspensao na interface ar-liquido e sendo dessa forma passadas
entre as sucessivas diluicbes. (BELL, 2012). Porém, sdo necessarias pesquisas
cientificas avancadas e em maior namero, livre de crencas ou descrencas no
sistema em questdo. (BELLAVITE, 2014).

As terapias que alteram as respostas biolégicas estimulam os mecanismos de
defesa natural do hospedeiro, mediando, por exemplo, a regressao do cancer.
Entretanto, o desenvolvimento de técnicas quimio-imune-terapéuticas tem sido
dificultado o desenvolvimento dos estudos devido a quimioterapia citotoxica suprimir
a resposta imunoldgica. (BALLOW; NELSON, 1997). Por ser promissora e estar
cada vez sendo mais utilizada, destaca-se a importancia de estudar de forma séria e
controlada os efeitos dos compostos naturais altamente diluidos utilizando métodos

cientificos em diferentes modelos biol6gicos, como animais e cultura de células, por
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exemplo, a fim de obter bases solidas para sua consolidacdo no ambito cientifico e
clinico. (BELLAVITE, 2014).

2.2.1 Thuya occidentalis 30CH

A Thuya occidentalis € uma planta que foi identificada pela primeira vez
durante uma expedicdo do século XVI no Canada. Era usada pelos indios nativos
como remédio para o tratamento de reumatismo, gota e malaria e posteriormente foi
revelado ser eficaz no tratamento de escorbuto. E originaria do leste da América do
Norte e cultivada na Europa como uma arvore ornamental. (SHEALY, 1999).
(FIGURA 4).

FIGURA 4 — Thuya occidentalis

Folhas da planta Thuya occidentalis.
FONTE: (NASER, et al., 2005).
Copyright © The Author (2005). Published by Oxford University Press. All rights reserved.

Hoje em dia, é muito usada na fitoterapia e na medicina homeopética sendo
considerado o terceiro composto mais utilizado em pesquisa com homeopatia.
(SHEALY, 1999; NASER et al., 2005; CLAUSEN et al., 2011). A tintura-mae é
preparada a partir de macerados de suas folhas e ramos até formar uma polpa que
serve como base para o medicamento homeopético. (SHEALY, 1999). Na medicina
popular, Thuya occidentalis tem sido usada para tratar catarro brénquico, cistite,
psoriase, carcinoma de Utero, amenorreia e reumatismo. (CHANG, et al., 2000). Ela
apresenta uma extensa patogenesia, contudo € principalmente indicada em dores de
cabeca e nevralgias intensas (SHEALY, 1999), além de infec¢cbes com presenca de
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catarro, verrugas, polipos nasais e uterinos, gonorreias agudas e cronicas.
(TOLEDO, 1910; SHEALY, 1999).

O potencial imunofarmacologico da Thuya occidentalis tem sido demonstrado
em diversos experimentos in vitro e in vivo. Naser e colaboradores (2005) revisaram
suas  propriedades fitoquimicas, @ demonstrando potencial antiviral e
imunofarmacoldgico. Polissacarideos dessa planta mostraram inibir a atividade dos
virus HIV e influenza tipo A, coestimulacdo e efeitos sobre citocinas, producdo de
anticorpos e ativacdo de células imunocompetentes e macrofagos. Os efeitos in vitro
foram observados com doses ponderais (diluicdes baixas) do extrato da planta e de
seus principios ativos. Apesar de todos os estudos mostrando atividades eficazes
com a Thuya occidentalis, 0 seu uso na medicina é moderado devido a propriedades
toxicas do seu Oleo, chamado Tujona. O Oleo da Thuya occidentalis e seu
componente ativo podem ser usados para o tratamento de ovario policistico sem
induzir osteoporose, e também tem capacidade abortiva e contraceptiva. (KUPELI,
2015).

O uso de Thuya no combate ao cancer vem sendo descrito, e varios autores
demonstraram seu potencial antitumoral. Jonas e colaboradores em 2003
verificaram em modelo animal de cancer de préstata que o uso de Thuya 6DH foi
capaz de reduzir para 23% a incidéncia do tumor, além de reduzir em 38% o volume
tumoral. Além disso, foi verificado que os tumores tratados tiveram aumento de 19%
na apoptose. Em outro estudo, a administracdo de Thuya também mostrou retardar
o crescimento de tumores. (HARIKUMAR et al, 2007). Sunila e colaboradores, em
2007, demonstraram que a atividade metastatica de B16-F10 em animais tratados
com Thuya foi diminuida. O tratamento in vitro de células tumorais com um
componente do extrato alcodlico de Thuya occidentalis reduziu a viabilidade celular
de forma bem especifica, uma vez que nao afetou células saudaveis. Além de
também ter afetado o ciclo celular e de gerar apoptose da célula cancerosa,
mostrando que os componentes dessa planta apresentam potencial antitumoral.
(BISWAS, 2011). O extrato etandlico da folha de Thuya demonstrou potenciais
apoptéticos e antiproliferativos contra a linhagem celular de carcinoma de pulméo
A549, levando a uma diminuicdo dose-dependente na viabilidade dessas células
apos 24h de exposicao, além de que, a proliferacéo celular foi reduzida de um modo

dependente do tempo de exposicdo ao farmaco e induziu as células a apoptose
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inicial. (MUKHERJEE, 2012). Também foi demonstrado que o lavonol, derivado do
extrato de Thuya, reduziu a viabilidade das células A549, poupando células L-132
normais, levando a parada do ciclo celular na fase G2-M, levando a apoptose.
(MUKHERJEE, 2014). Mazzio e colaboradores em 2014 relataram que o tratamento
de células de carcinoma de mama humano de linhagem MDA-MB-231 com Thuya foi
capaz de interferir na divisdo celular, sendo considerada uma planta com potencial
anti-mitotico natural. Ainda em modelo de carcinoma, Thuya occidentalis induziu as
células a entrarem em processo de apoptose. (SAHA, 2014). Recentemente o
trabalho de Torres e colaboradores (2016) testou fracdes de Thuya em células de
glioblastoma utilizando modelos in vitro e in vivo e demonstrou diminuigdo da
viabilidade celular, efeito antiproliferativo, pré-apoptético e anti-angiogénico potente.
Os ensaios in vivo mostraram que o tratamento promoveu a regressao da neoplasia
e inibiu os marcadores angiogénicos VEGF, Ang-4 e CD31 no tumor.

As solucdes altamente diluidas utilizando Thuya occidentalis também sé&o
descritas na literatura. O composto natural altamente diluido Thuya occidentalis 1M
apresentou atividade antimetastética significativa em animais portadores de
melanoma B16-F10, ficando evidente a inibicdo da formac&do de nédulos tumorais
nos pulmdes, a partir da analise morfolégica e histopatoldgica desses. (SUNILA,
2007). Em estudo com células pulmonares murinas normais cultivadas na presenca
de BaP, um potente carcinogénio, e em seguida tratadas com Thuya occidentalis
30CH, foi demonstrado aumento significativo na viabilidade das células intoxicadas
por BaP e inibicdo significativa do nivel de estresse induzido por BaP, através da
regulacéo negativa de ROS. Thuya occidentalis 30CH em si ndo apresentou efeito
prejudicial ao DNA, e nenhuma interacdo direta entre o farmaco e o DNA. No
entanto, mostrou uma capacidade bastante surpreendente de reparar danos ao DNA
causados por BaP. (MUKHERJEE, 2013). Ainda, altas diluicbes de Thuya
occidentalis demonstraram atividade imunomoduladora, aumentando a proliferacao
de células B e T linféides. (REMYA, 2015).

Dados prévios do nosso laboratério mostram que Thuya occidentalis 30CH
atua aumentando significativamente a ativacdo de macrofagos de camundongos, a
producdo de citocinas como, por exemplo, de IFN-y e a producdo de 6xido nitrico.
(OLIVEIRA, 2006). Perante todos esses trabalhos utilizando Thuya occidentalis, e

diante dos resultados obtidos tanto de forma imunomodulatéria quanto
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anticancerigena, ha uma maior motivacao para continuar a estudar o potencial do
composto natural altamente diluido Thuya occidentalis 30CH em células de
melanoma, e investigar a acado desse tratamento, para que futuramente esse
composto possa ser difundido para todos os pacientes que sdo acometidos por essa

patologia.
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3 JUSTIFICATIVA

Levando-se em consideracdo as dificuldades de tratamento efetivo para o
melanoma, tem-se a necessidade de novas formas de tratar os pacientes
acometidos por essa doenca. O ideal para essa patologia seria um tratamento que
além de eficacia apresentasse uma diminuicdo ou auséncia de efeitos colaterais,
somados ainda a menor agressividade, visto que a maioria dos tratamentos
utilizados é potencialmente agressiva ao organismo dos pacientes, tendo como
exemplo a quimioterapia, que gera depressao do sistema imunolégico com
consequente piora da qualidade de vida do paciente. Os compostos naturais
altamente diluidos sao historicamente conhecidos por terem a¢des no organismo de
forma ndo toxica, podendo, portanto ser um tratamento contra 0 melanoma. S&o
conhecidos cientificamente por ndo comprometer o quadro clinico com efeitos
colaterais e, além disso, tem sido demonstrado que eles ativam o0 sistema
imunologico, o que traz beneficios aos pacientes portadores da patologia em
questdo, sendo que com a utilizacdo dos compostos altamente diluidos esses
pacientes tornam-se mais saudaveis ficando portanto mais resistentes para controlar
a doenca.

Compostos naturais altamente diluidos produzidos a partir de Thuya
occidentalis sdo conhecidos, entre 0os usuarios desse tratamento, por ter forte acéo
contra o cancer em geral, apresentando alto potencial antitumoral desde a utilizacao
da tintura-mae. Por isso, ha grande importancia no estudo desse tratamento e de
suas possiveis acdes, as quais podem atuar tanto em células saudaveis e do
sistema imunoldgico, quanto em células alvo desse tratamento, como as células de
melanoma, por exemplo.

Diversos modelos animais de melanoma sao utilizados atualmente para a
pesquisa basica de agentes antitumorais, sendo que, um dos modelos mais
utilizados nesses estudos consiste na proliferacdo das células B16-F10 que foram
obtidas de camundongos C57BL/6, pois é considerada de alto potencial replicativo e
metastatico. (DANCIU et al., 2015). Sendo assim, nesse trabalho escolhemos testar
os efeitos de Thuya occidentalis 30CH em células B16-F10 levando-se em

consideracdo que novos tratamentos sdo imprescindiveis contra o melanoma,
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patologia que acomete varias pessoas de uma forma tdo drastica, sem tratamentos

verdadeiramente eficazes.

4 OBJETIVOS

4.10BJETIVO GERAL

Verificar a acdo in vitro do composto natural altamente diluido Thuya

occidentalis 30CH em células de linhagem de melanoma murino B16-F10.

4.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se o tratamento com o composto natural altamente diluido Thuya

occidentalis 30CH altera as seguintes funcionalidades da célula de melanoma:

v

caracteristicas padrdo da célula de melanoma - proliferacdo celular,
melanogénese, atividade mitocondrial e atividade lisossomal, através dos
ensaios com o0s reagentes cristal violeta, MTT, JC-1 e vermelho neutro
respectivamente;

ciclo e morte celular, utilizando os reagentes iodeto de propidio para detectar o
ciclo celular e Anexina V/7AAD para verificar a ocorréncia de morte;

producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio intracelular através
dos ensaios com as sondas DCFH-DA e DAF-FM;

expressdo de moléculas de superficie relacionadas a migracdo e invasdo de
outros tecidos;

capacidade de crescimento independente de ancoragem através de ensaios de

formacéao de colonias.

Verificar se o tratamento com o composto natural altamente diluido Thuya
occidentalis 30CH altera as funcionalidades de células ndo tumorigénicas
(linhagem Balb/3T3), como:

proliferacdo celular através dos ensaios com o reagente cristal violeta;
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v' atividade mitocondrial e lisossomal, utilizando os ensaios de MTT e vermelho
neutro;

v" morte celular, utilizando o reagente Anexina V/7AAD para verificar a ocorréncia
de morte.

5 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Células Inflamatorias e
Neoplésicas e Laboratério de Investigacdo de Polissacarideos Sulfatados, situados
no Departamento de Biologia Celular, no Setor de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal do Parana — UFPR.
5.1 CULTURA DE CELULAS - IN VITRO
5.1.1Cultura de células tumorais

Células de melanoma murino da linhagem B16-F10 (BCRJ code: 0046)
foram utilizadas. As mesmas foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), contendo penicilina 100 UmL e
estreptomicina 100 yghmL, em atmosfera Umida, a 37°C, contendo 5% de CO, A
linhagem foi mantida em garrafas de cultivo com 25 cm2 ou 75 cm? de superficie de
adesdo, com 5 ou 15 mL de meio de cultura, respectivamente. O subcultivo
aconteceu quando se observou atraves de microscopico Optico invertido que as
células ocupavam aproximadamente 70% da area de adeséo. Os subcultivos foram
realizados utilizando a enzima tripsina (GIBCO, #15400054) diluida 10 vezes
(concentracéo de uso em 0,05%) em PBS a 37°C (500 ul para uma garrafa pequena)
por 3 minutos, seguida de inativagdo com meio completo. Apés centrifugacdo a 1800
rpm por 3 minutos as células foram ressuspendidas em DMEM com 10% de SFB. O
homogeneizado foi parcialmente transferido para outras garrafas em conjunto com
meio de cultivo suplementado e estéril para complementacdo do volume total, de
modo que seja continuada a cultura, sendo que as células ficaram em cultura até no

maximo a quinta passagem apoés o descongelamento.
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5.1.2 Cultura de células ndo tumorais

Os fibroblastos de linhagem murina Balb/3T3 (ATC, CCL-163) gentilmente
cedidos pelo Instituto Carlos Chagas (ICC - Fiocruz), foram cultivados utilizando os
mesmos reagentes, produtos e protocolo de subcultivos descritos acima para

linhagem murina de B16-F10.
5.2 COMPOSTO NATURAL ALTAMENTE DILUIDO

O composto natural altamente diluido Thuya occidentalis 30CH segue as
técnicas de preparacdo Hahnemannianas. A tintura-mae € adquirida de agéncias
autorizadas e licenciadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de
modo a assegurar a qualidade (o composto estar livre de endotoxinas) e a
composicao fisico-quimica dos produtos. O composto utilizado seguiu as normas de
manipulacdo da Farmacopeia Homeopética Brasileira: utilizou-se tintura-mae que foi,
posteriormente, diluida diversas vezes (30 vezes) em agua destilada (na proporgcéo
de uma parte de tintura-méae para 99 partes de agua destilada) e entdo dinamizada
sucessivamente. Todas as dinamiza¢Bes foram feitas manualmente. Assim, esse
composto constitui solu¢cdo altamente diluida da tintura original. O composto testado
foi manipulado na Farmacia Homeoterapica de Curitiba sob a responsabilidade do
farmacéutico Narciso da Lozzo Neto (CRF-PR 5604), e gentiimente cedido para a
realizacdo da pesquisa.

O veiculo de diluicdo do composto € agua destilada e por isso foi usado como
controle do tratamento. O composto utilizado nesse estudo foi a Thuya occidentalis.
Uma vez que foram realizados estudos in vitro, todas as solu¢des foram esterilizadas
por meio de filtracio em membranas de PVDF estéreis de 0,22 um (Millipore). Ainda,
todas foram mantidas ao abrigo de luz, a temperatura ambiente, e sucussionadas 20

vezes contra a palma da mao antes de cada tratamento experimental.

5.3 TRATAMENTO IN VITRO

No minimo 6 horas ap6s o plaqueamento, as células foram tratadas com o
composto Thuya occidentalis 30CH ou veiculo (dgua - referido nos resultados como
H,0). A concentracdo de 20% (v/v) foi utilizada, sendo que foi administrado reforco

de 1% (v/v) a cada 24 horas, até completar 72 horas de tratamento. O composto e 0
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veiculo foram agitados (sucussionados) 20 vezes contra a palma da mao,

imediatamente antes de cada tratamento.

5.4 CRISTAL VIOLETA — PROLIFERACAO CELULAR

O ensaio colorimétrico de cristal violeta € utilizado para determinar a
proliferacdo celular e baseia-se na coloracdo do DNA. Portanto, a intensidade da
coloracdo da monocamada é proporcional a quantidade de células. (BONNEKOH et
al., 1989; VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011).

Para esse ensaio as células de melanoma murino B16-F10 e fibroblastos
Balb/3T3 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e tratadas conforme descrito no
item 5.3.. Para os experimentos de cada tipo celular individualizado as células B16-
F10 foram plaqueadas na densidade de 1,2x10° células/cm?, enquanto as Balb/3T3
na densidade de 3x10° células/cm?, determinadas apds observacédo da manutencéo
das capacidades proliferativas e caracteristicas intrinsecas de cada célula. Para
esse experimento foi realizada uma curva de tempo de tratamento (24, 48 e 72
horas). Apos o final de cada tempo de tratamento, as células foram lavadas com
PBS a 37°C e fixadas com Cytofix (BD) por 30 minutos em gelo. Apdés, foram
incubadas com solucédo contendo 0,25 mg/ml de cristal violeta (MERCK) em agua
por 10 minutos, lavadas com agua destilada e na sequéncia o corante foi eluido em
solucéo de acido acético (SYNTH) 33% durante 30 minutos a temperatura ambiente
em um agitador. Ao final, a absorbéancia relativa de cada amostra foi medida em
leitor de microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek® Instruments,
Inc.) utilizando o comprimento de onda de 570nm. As absorbancias obtidas foram
convertidas para numero de células, através da comparacdo direta com dados

obtidos a partir de uma curva padrdo de numero de células (dados ndo mostrados).

5.5 MELANOGENESE — PRODUCAO DE MELANINA

A grande producdo do pigmento melanina € uma das principais
caracteristicas das células B16-F10. Para realizacdo desse método o contetdo de
melanina foi estimado de acordo com a metodologia descrita por Whittaker (1963),
com modificagdes (ZHOU et al., 2012).
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Para a realizacdo do ensaio de melanogénese as células de melanoma
foram plaqueadas e tratadas como descrito para o ensaio de proliferacdo celular.
Apés os tempos de estudo, foram incubadas com solucdo de NaOH (E.M.S) 1N com
10% de DMSO (MERCK) por 1 hora a 80°C em estufa seca. Para comparacao, foi
feita uma curva padrdo de concentracdo de melanina de zero, 1, 5, 10, 50, 100
mg/mL, submetida as mesmas condi¢cdes. As amostras, assim como a curva, foram
analisadas em leitor de microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek®
Instruments, Inc.) no comprimento de onda de 405nm. A analise da concentragéo da
melanina produzida pelas células foi determinada através da comparacdo com 0s
dados obtidos na curva padrdo (dados n&o mostrados). Os resultados de
absorbancia foram normalizados pelo nimero de células obtido ao final de cada
tempo de tratamento (dado obtido no ensaio de proliferagéo).

5.6 DETECCAO DE ROS INTRACELULAR

A sonda fluorescente DCFH-DA (2,7-Diclorodihidrofluoresceina-diacetato) &
sensivel a deteccdo de espécies reativas de oxigénio, mais especificamente,
perdxido de hidrogénio e pode ser usada como marcador oxidativo tanto no meio
intracelular como no meio extracelular. (ARMSTRONG, 2010).

As células de melanoma foram plagueadas e tratadas como descrito
anteriormente e entdo incubadas com a sonda DCFH-DA (Sigma) (1uM) em PBS por
25 minutos a 37°C, 5% de CO,. Em seguida foi adicionado ao sobrenadante uma
solucdo de 3 mM de peroxido de hidrogénio (H,O, - VETEC: 12,5mol/L) nos poc¢os
do controle positivo e incubado por mais 5 minutos. Em seguida as células foram
lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS. Apds esse procedimento as
solucdes foram lidas em citbmetro de fluxo (FACScalibur, BD) e com laser de 488nm
e filtro de emissédo FL1 (530/30). Os dados obtidos foram analisados com o auxilio

do programa Flowing Software 2.

5.7 VERMELHO NEUTRO - ATIVIDADE LISOSSOMAL

O vermelho neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-fenazonioclorido) € um

corante que tem capacidade de penetrar as membranas celulares por difusdo
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passiva, e concentra-se nos lisossomos onde se liga por ligacdes hidrofébicas
eletrostaticas nos locais anidnicos da matriz lisossomal. (BORENFREUND et al.,
1985). Dessa forma esse ensaio avalia a capacidade lisossomal da célula, se os
lisossomos estdo com a funcionalidade intacta.

Para esse ensaio, ambas as linhagens de células seguiram 0 mesmo
esquema de plagueamento e tratamento do ensaio de cristal violeta. Como controle
negativo, um grupo foi incubado na presenca de saponina (Sigma) 0,01% em PBS
por 30 minutos antes do ensaio a fim de inviabilizar as células, uma vez que a
saponina € um detergente e, portanto, desestabiliza as membranas celulares. Apos
30 minutos foram adicionados 20 pL da solucdo de vermelho neutro (SIGMA —
N2889) 1100 pg/mL (concentragao final de vermelho neutro = 100 pg/mL) aos
grupos, seguido de incubacao por 2 horas (37°C e 5% CO,). Em seguida, foi retirado
todo o volume da placa e adicionado 100 pL de solucdo de extracdo (etanol
(MERCK) 50%/ &acido acético (SYNTH) 1%) em cada poco. A solucdo foi
homogeneizada por 10 minutos e entdo a absorbancia foi lida em leitor de
microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek® Instruments, Inc.) em
550 nm. Os resultados de absorbancia foram normalizados pelo nimero de células

obtido ao final de cada tempo de tratamento (dado obtido no ensaio de proliferacéo).

5.8 MTT — ATIVIDADE MITOCONDRIAL

O método tem como finalidade avaliar a funcionalidade mitocondrial atraves
do MTT (brometo de (3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) (Sigma-
Aldrich). E um ensaio colorimétrico que analisa a capacidade de reducdo do sal de
MTT (amarelo). Pode-se quantificar o MTT reduzido pela atividade metabdlica
celular ligada ao NADH e NADPH através quantificacdo da formacao de cristais de
formazan, de cor azul. Assim, a quantidade de formazan medida no
espectrofotdmetro é diretamente proporcional ao nivel de funcionamento e atividade
da mitocondria das células avaliadas. (MOSSMAN, 1983).

Para esse ensaio as células de melanoma murino B16-F10 e Balb/3T3 foram
plagueadas e tratadas da mesma forma que para 0s ensaios anteriores. Finalizados
0s tempos de tratamento, foi retirado o meio de cultura dos pog¢os do grupo do
controle negativo e adicionados 200 pL/poco de solucdo de saponina (Sigma)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winckler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4142096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winckler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4142096
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0,01%. Apos meia hora, foram adicionados em todos os pocos, 20 pyL de solucéo
mae de MTT (Sigma-Aldrich — 135038 — 5g - 0,45 mg/mL) 5 mg/mL, com
concentracéo final de 0,45 mg/mL. Depois de 3 horas na incubadora (37°C e 5% de
CO,) foi retirado todo o volume dos pocos e adicionados 100 pL/poco de DMSO
(dimetilsulfoxido) (SIGMA). Foi homogeneizado por 15 minutos e lido em leitor de
microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek® Instruments, Inc.) em
550 nm. Os resultados de absorbancia foram normalizados pelo numero de células
obtido ao final de cada tempo de tratamento (dado obtido no ensaio de proliferagéo).

5.9 POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥YM)

Foi utilizada a sonda fluorescente JC-1 (Molecular Probes, #T3168) para
determinar o potencial de membrana mitocondrial das células ap6s o tratamento
com o composto em estudo. JC-1 é um cation lipofilico capaz de atravessar as
membranas celulares, e que entra seletivamente nas mitocéndrias. Existe numa
forma monomérica (fluorescéncia verde), e também na forma agregada
(fluorescéncia vermelha) que ocorre quando a mitocdndria estd com a membrana
normal (superpolarizada) (PROOST, et al., 2008).

As células de melanoma foram plagueadas e tratadas como descrito
anteriormente em placas de 96 pocos com paredes pretas e fundo transparente
(Corning). Terminado o tempo de tratamento, o po¢o do controle positivo foi
incubado com 1uM de valinomicina (Sigma) por 30 minutos a 37°C para que ocorra a
despolarizacdo da membrana mitocondrial. Em seguida as células foram lavadas
com PBS a 37°C (Sigma Aldrich) duas vezes e incubadas por 30 minutos a 37°C em
40 plL/pogo de solucdo de PBS contendo 2 uyM de JC-1 e 5 pg/mL de Hoescht
(33342 Invitrogen, #H1399) que marca o nucleo celular sem matar a célula. Na
sequéncia, a placa foi lida no equipamento ImageXpress Micro® High Content
Screening (Molecular Devices) com laser de excitacdo de 488nm, em filtros de

emissdo de 529nm (verde) e 590nm (vermelho).
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5.10 MORTE CELULAR

A anexina V é uma proteina de ligacdo para fosfatidilserina. Mostrou-se (til
na deteccao de células apoptéticas, pela alta exposicdo de fosfatidilserina no inicio
desse processo. (KOOPMAN et al., 1994; Josephson et al., 2004). Ja o composto 7-
AAD (7-amino-actinomycin d) é um corante fluorescente intercalante de DNA, que
sofre um desvio espectral quando ocorre a associacao entre os mesmos. Pode ser
observada sua fluorescéncia quando excitado com laser 488 nm e com emissao
maxima de 647 nm. Uma vez que esse corante ndo permeia membranas bioldgicas,
para que a intercalacdo com o DNA ocorra € necessario que ocorra rompimento das
membranas. Isso ocorre quando a célula estda em processo de necrose celular, ou
apoptose tardia, onde os sinais de morte celular por apoptose e necrose se
misturam. (DE BOER et al., 2002).

O Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen) € composto de proteina Anexina
conjugada a um fluorocromo (FITC) e de corante intracitoplasmatico 7-AAD,
permitindo a identificacdo das células nos estagios: apoptose inicial (anexina positiva
e 7-AAD negativo), apoptose tardia (ambos positivos), células viaveis (ambos
negativos) e necrose (anexina negativa e 7-AAD positivo). As células foram
plagueadas e tratadas como descrito anteriormente em placas de 6 pocos, lavadas
em PBS e ressuspendidas em 100 uL de tampé&o diluido (Annexin V Binding Buffer).
Nessa solucédo foram adicionados os reagentes conforme instrucfes do fabricante
(5uL de anexina V-FITC e 5uL de 7-AAD) agitados e incubados por 15 minutos a
temperatura ambiente, na auséncia de luz. Foram adicionados mais 400 uL do
tampao diluido e na sequéncia foram analisadas em citdmetro de fluxo (FACS
calibur, BD Pharmingen), com laser de 488 nm, e filtro de emisséo FL1 (530/30) para
FITC e FL3 (670LP) para 7AAD. Para a analise dos dados, foi utilizado o programa
Flowing Software 2.

5.11 CICLO CELULAR

lodeto de propidio (PI) € um corante fluorescente que cora DNA e RNA. O PI
se liga ao DNA e RNA, por isso esse ultimo deve ser removido por digestdo com
ribonucleases. O teor de DNA pode revelar informagdes sobre o ciclo celular e as
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proteinas envolvidas na regulacdo desse processo. As células nas fases do ciclo
celular G2 e M tém o dobro do conteudo de DNA daquelas em fases GO e G1. As
células em fase S tém um teor de DNA que se encontra entre estes dois extremos
(DOUGLAS, et al.,1995)

As células foram cultivadas e tratadas em placas de 6 pocos e ao fim de 72
horas de tratamento as células foram lavadas com PBS e desaderidas através de
raspagem com rodinho. Foram coletadas e centrifugadas por 3 minutos a 1800 rpm.
Apbs isso, as células foram fixadas com paraformaldeido 1% (EMS) por 30 minutos
a temperatura ambiente, logo em seguida as células ficaram overnight em etanol
70% (Merck) em temperatura de -20°C. No dia seguinte as células foram
centrifugadas, ressuspendidas e mantidas em solucdo de PI/RNAse (PI/RNase
Staining Buffer - BD Pharmingen) por 15 minutos em temperatura ambiente,
conforme instrucdes do fabricante do kit. Na sequéncia as células foram transferidas
para tubos de citdmetro, e lidas em citémetro de fluxo BD FACSCalibur, utilizando o
software CellQuest (BD Biosciences). Foi utilizado o laser de 488nm e o filtro de
emissdo FL3 (670LP). Para a andlise dos dados, foi utilizado o programa Flowing

Software 2.

5.12 IMUNOMARCACOES PARA CITOMETRIA DE FLUXO E TRIAGEM DE ALTO
RENDIMENTO

Imunomarcacdo € uma técnica que utiliza anticorpos para reconhecer certa
proteina e/ou molécula em células ou tecidos, essa identificacdo ocorre devido a
reacOes especificas de interacdo anticorpo-antigeno. Normalmente s&o utilizados
anticorpos conjugados com fluoréforos, cuja fluorescéncia pode ser quantificada por
citometria de fluxo ou microscopios de fluorescéncia (COONS, et al., 1941).

As células foram cultivadas e tratadas em garrafas de cultura (25 cm?) e,
apos serem desaderidas com scraper (rodinho para raspagem) foram passadas para
tubos de citbmetro identificados. As células cultivadas para triagem de alto
rendimento foram tratadas em placas de 96 pocos com fundo de vidro e paredes
escuras (Corning) e o processamento ocorreu com as células aderidas na propria
placa. Apds isso as células foram fixadas em paraformaldeido 2% (EMS) em PBS,
realizado o blogueio de radicais aldeidos com 0,1 M de glicina (VETEC) em PBS, pH
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7,4, permeabilizacdo celular com saponina 0,01% (Sigma Aldrich) em PBS e
bloqueio dos sitios inespecificos com BSA 1% (Sigma Aldrich) em PBS.

As seguintes marcacoes foram realizadas com anticorpos especificos:

e N-caderina:

As células foram incubadas com anticorpo primario IgG anti-N-caderina
(Santa Cruz sc-31030) produzido em cabra, diluido 1:50 em PBS 1% de BSA e
0,01% de saponina por 1 hora. Foi utilizado anticorpo secundério anti-lgG de cabra
conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen A11078, lote 1069847) produzido em
coelho, diluido 1:300 em PBS 0,01% de saponina por 30 minutos no escuro.

o (CD44.

As células foram incubadas com anticorpo primario IgG2b anti-CD44 (BD,
550538) produzido em rato, diluido 1:100 em PBS contendo 1% de BSA por 1 hora.
Incubadas com anticorpo secundario antilgG de rato conjugado com FITC (Jackson
112-095-003) produzido em cabra, diluido 1:200 em PBS por 30 minutos no escuro.

As amostras foram lidas em citdmetro de fluxo (BD FACScalibur), utilizando o
software CellQuest (BD Biosciences) e os lasers e canais de deteccédo apropriados
para cada fluoréforo. No citbmetro foram adquiridos 10.000 eventos de cada amostra
e os dados foram analisados utilizando o programa Flowing Software 2.

No equipamento ImageXpress Micro® High Content Screening (Molecular
Devices) foram analisadas as amostras para triagem de alto rendimento, utilizando
também filtros de excitacdo e emissdo adequados para cada fluoréforo. Os pocos da
placa foram escaneados (quatro regibes de cada poco, abrangendo praticamente
toda a area dos mesmos), obtendo-se imagens das imunomarcagdes, que foram
posteriormente quantificadas. A andlise foi gentiimente realizada pela equipe da

Molecular Devices, tendo como responséavel Luciane Ganiko.

5.13 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS EM ALGINATO

Esse ensaio utiliza uma matriz artificial, feita de alginato, que mimetiza uma
matriz extracelular onde as células podem crescer de forma tridimensional e
independente de ancoragem. Dessa forma pode-se avaliar o crescimento de

colonias formadas pelas células B16-F10, que se assemelham a microtumores, e
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permite observar se o tratamento diminui a capacidade celular de formar col6nias
(DVIR-GINZBERG, et al., 2007).

As células foram plaqueadas e tratadas por 72 horas em placas de 6 pocos,
depois foram desaderidas com rodinho e contadas. Quinhentos pL de solucéo
contendo 2,5x10° células de cada amostra em DMEM com 10% de SFB e 10% de
tampao de endurecimento (Gibco) foram transferidos para placas de 24 pocos
AlgiMatrix 3D Culture System (Gibco), conforme instrucdes do fabricante. A placa foi
centrifugada a 100g por 4 minutos para sedimentacdo das células na matriz.
Posteriormente foram adicionados mais 500 uL de DMEM com 10% de SFB. As
células foram incubadas a 37°C e 5% de CO, por mais 6 dias para formacdo das
colonias na auséncia do tratamento, com substituicdo de todo 0 meio no terceiro dia.
As amostras foram entédo lavadas com DMEM sem SFB e fixadas em PFA 1% em
DMEM overnight a 4°C, coradas com solucéo de cristal violeta 0,25 mg/mL em agua
por 1 hora sob agitacdo, lavadas 3x com agua por 30 minutos cada sob agitacdo. As
colénias foram fotografadas sob estéreomicroscépio binocular Tecnival (modelo

SQF-FL) em aumento de 2X e contadas usando o programa ImageJ.

5.14 DETECCAO DE RNS INTRACELULAR

DAF-FM é um reagente criado para quantificar baixas concentracbes de
6xido nitrico (NO). E um composto que entra na célula e reage com o NO intracelular
formando belzoatrizol e emitindo fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia pode
ser lida por citometria de fluxo, no filtro FL1 (KOJIMA, et al., 1999).

As células de melanoma foram plaqueadas em placas de 6 pocos, e tratadas
por 72h. No dia do ensaio, as células foram lavadas 2x com PBS, desaderidas com
rodinho e passadas para tubos de citbmetro onde foram incubadas por 40 minutos, a
37°C, com a sonda fluorescente DAF-FM 1uM (Invitrogen). Apdés o tempo de
incubacédo as células foram lavadas com PBS para retirar o excesso de sonda, e
submetidas a leitura em citometro de fluxo (FACScalibur, BD) com laser de 488nm e
filtro de emissdo FL1 (530/30). O programa Flowing Software 2 foi utilizado para

analisar os dados obtidos.
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5.15 ANALISE ESTATISTICA

Cada ensaio foi realizado pelo menos trés vezes e o0s resultados estéo
mostrados, de maneira geral, em graficos de dispersdo com representacdo da
mediana. (WEISSGERBER et al., 2015). Para cada experimento os dados referentes
as amostras experimentais (Thuya occidentalis 30CH) foram comparados ao
controle daguele mesmo experimento (veiculo). Os dados foram submetidos a testes
de normalidade e em seguida ao teste estatistico mais adequado, e considerados

estatisticamente significativos os valores com p<0,05.



38

6 RESULTADOS

Caracteristicas intrinsecas da célula B16-F10 s&o alteradas apds o

tratamento com Thuya occidentalis 30CH (Thuya 30CH)

O melanoma é comumente descrito como sendo um cancer que apresenta
rapido crescimento devido a rapida proliferacdo das células que o origina. Por isso,
foi realizado o ensaio de proliferagdo celular utilizando o corante cristal violeta.
Nesse ensaio basicamente € avaliada a quantidade de células aderidas na placa de
cultura apos o tratamento.

Foi observado que ap6s 48 e 72h de tratamento com o composto Thuya
30CH, houve diminuicéo significativa na proliferacao celular de células B16-F10.

Além do rapido crescimento descrito para o0 melanoma, também ha descrito
na literatura, uma relacéo entre a proliferacédo celular e o processo de melanogénese
na cultura de linhagem B16-F10 (D’MELLO, 2016). Quando a proliferacao esta mais
rapida as células produzem menos melanina, e quando a proliferacdo celular esta
mais lenta a producdo de melanina esta aumentada. Na cultura de células feita em
laboratorio também foi observado esse padrdo em diversos momentos, por essa
razdo foi considerado como uma caracteristica importante o processo metabdlico
envolvendo a producdo de melanina (melanogénese). Através do ensaio de
melanogénese pobde-se observar que o tratamento com Thuya 30CH estava
alterando essa caracteristica da célula B16-F10, pois apds o tratamento a
melanogénese foi aumentada no tempo de 72h. (FIGURA 5), possivelmente
relacionada a reducéo da proliferacao celular, uma vez que esses processos estao

relacionados.
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FIGURA 5 — PROLIFERAGCAO CELULAR E PRODUGAO DE MELANINA DE CELULAS B16-F10
APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plagueadas em placas de 96 pogos e tratadas com 20% v/v de Thuya
30CH por 24, 48 ou 72h e entdo realizado os ensaios de cristal violeta e melanogénese. A) Curva de
proliferacé@o celular. As células foram fixadas e coradas com cristal violeta. Os dados de absorbancia
obtidos foram comparados a uma curva padrdo de numero de células. O tratamento diminuiu
significativamente a proliferacdo das células B16-F10 apds 48 e 72h comparado com o veiculo
(4gua). B) Grafico de melanogénese. O contelido e melanina celular foi eluido em NaOH. Os dados
de absorbancia obtidos foram normalizados pelo niumero de células obtido apds cada tempo de
tratamento em A. O tratamento aumentou significativamente a produg¢do de melanina no tempo de
72h. Foram realizados 3 experimentos independentes. As barras representam a mediana dentre 0s
pontos. Teste Mann Whitney. **p<0,005 e ***p<0,001
FONTE: O autor (2016).

Producdo de espécies reativas de oxigénio intracelular € aumentada na célula
B16-F10 apo6s tratamento com Thuya 30CH

O processo de melanogénese é descrito como sendo uma via metabdlica, que
guando estd aumentada gera desequilibrio de espécies reativas, e principalmente a
producdo de espécies reativas de oxigénio é alterada, levando ao aumento de ROS
intracelular (D’MELLO, 2016). Esse aumento de espécies reativas poderia ser a
razdo da diminuicdo da quantidade de células encontradas anteriormente no ensaio
de proliferacao celular, ja que quando essas moléculas estdo aumentadas e livres na
célula, podem ser gerados diversos disturbios, como alteracédo da funcionalidade de
organelas, alteragcéo do ciclo celular, e até levar a morte da célula.

Por esse motivo, foi realizado ensaio utilizando a sonda fluorescente DCFH-
DA, que quando entra na célula € capaz de detectar principalmente peroxido de

hidrogénio livre. O ensaio foi realizado apds o tratamento de 72h, e foi verificado que
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Thuya 30CH tem capacidade de aumentar significativamente a producdo de ROS
intracelular quando comparado a porcentagem de células positivas do tratamento
com a do controle (4gua).

Além disso, foi possivel verificar duas populacfes diferentes de células B16-
F10 marcadas com a sonda. Uma das popula¢des foi chamada de "Low", onde as
células dessa populacdo apresentaram uma intensidade de fluorescéncia pequena,
e outra populacao foi chamada de "High" que abrange as células que apresentaram
fluorescéncia de maior intensidade que a outra populacdo. Quando comparadas foi
observado que o tratamento com Thuya 30CH diminuiu a intensidade de
fluorescéncia da populacdo “Low”, e agiu de forma diferente na populacdo High,

aumentando a intensidade de fluorescéncia dessas células. (FIGURA 6).

FIGURA 6 — PRODUCAO INTRACELULAR DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO PELAS
CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células foram tratadas com Thuya 30CH por 72 horas em placas de 6 pogos.
Posteriormente, foi realizado o ensaio com a sonda fluorescente DCFH-DA que detecta
ROS intracelular através de citometria de fluxo. A) Gréafico da porcentagem de células
positivas: foi observado aumento da quantidade de células marcadas com a sonda
fluorescente DCFH-DA. B) Gréfico da intensidade de fluorescéncia das populagbes Low e
High: o tratamento com Thuya 30CH por 72h aumentou a intensidade de fluorescéncia das
células da populacdo High, e diminuiu a intensidade de fluorescéncia da populacdo Low.
Foram realizados 6 experimentos independentes e cada ponto representa um experimento,
a barra horizontal representa a mediana dos dados. Mann Whitney **p<0,005.
FONTE: O autor (2016).
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Padroes de funcionalidade de organelas da célula B16-F10 ndo sdo alterados

apos o tratamento com Thuya 30CH

Apos verificar que o composto Thuya 30CH estava alterando caracteristicas
intrinsecas muito bem descritas no melanoma como proliferacdo celular, e também
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio, foram realizados ensaios
que analisam as funcionalidades da célula, como atividade mitocondrial, atividade
lisossomal e potencial de membrana mitocondrial. Como a proliferacdo celular
observou-se diminuida ap6s o tratamento, o objetivo a seguir foi verificar a forma
que o tratamento poderia estar levando a essa diminui¢do, jA que o aumento de
ROS intracelular pode causar danos de diversas formas dentro da célula. Por isso
foram utilizados ensaios que verificam se as organelas das células de B16-F10
estavam sofrendo perda de funcionalidade, prejudicando a proliferacéo celular.

Primeiramente foram feitos os ensaios de MTT e Vermelho Neutro, dois
ensaios colorimétricos que avaliam, respectivamente, a funcionalidade mitocondrial
e lisossomal, organelas responsaveis por varios processos importantes dentro da
célula. Apos tratamento de 24, 48 e 72h com Thuya 30CH, néo foi possivel verificar
diferencas significativas entre o tratamento e o controle (agua), tanto para o ensaio
de MTT quanto para o de Vermelho Neutro. (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — FUNCIONALIDADE DE MITOCONDRIAS E LISOSSOMOS DE CELULAS B16-F10
APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células foram tratadas com Thuya 30CH por 72 horas em placas de 96 pocos. Posteriormente,
foram realizados os ensaios colorimétricos MTT e Vermelho Neutro que avaliam, respectivamente, a
atividade mitocondrial e lisossomal. A) Grafico do ensaio de MTT: N&o foi observada nenhuma
alteracdo da funcionalidade mitocondrial apés o tratamento. B) Gréfico de Vermelho Neutro: N&o foi
observada nenhuma alteracdo da funcionalidade lisossomal ap6s o tratamento. Foram realizados 4
experimentos independentes e cada ponto representa a média de triplicatas de um experimento, 0s
dados foram normalizados pelo niumero de células e a barra horizontal representa a mediana dos

dados. Teste Mann Whitney.
FONTE: O autor (2016).

Como nos ensaios de MTT e Vermelho Neutro ndo foram observadas
diferencgas significativas apés o tratamento, foi utilizada a sonda fluorescente JC-1
por ser mais sensivel que ensaios colorimétricos, e ser capaz de detectar alteragdes
discretas no potencial de membrana mitocondrial.

Porém apos 72h de tratamento com Thuya 30CH também néo foi possivel
verificar alteragéo no potencial de membrana mitocondrial. Foi avaliada a raz&o das
duas fluorescéncias (verde e vermelho) e também a quantidade de J-agregados
formados por célula, e nenhum dos dois apresentou diferencas significativas.

(FIGURA 8).
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FIGURA 8 — ANALISE DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL DE CELULAS
B16-F10 APOS O TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e apdés foi realizado
ensaio com a sonda fluorescente JC-1 que avalia o potencial de membrana mitocondrial. A) Gréafico
da raz&o entre as fluorescéncias vermelha e verde, o composto ndo mostrou diferencas significativas
na razao entre as fluorescéncias comparado com o veiculo. B) Gréfico da quantidade de J-agregados
formados por célula, e Thuya 30CH também nao foi capaz de alterar significativamente a quantidade
comparada com o veiculo. A valinomicina foi usada como controle positivo, e no grafico fica possivel
verificar que ndo ha J- agregados formados. C) Imagens obtidas no equipamento ImageXpress
Micro® High Content Screening. Os campos sdo aleatérios e ilustrativos. Na imagem pode ser visto o
controle positivo usado: valinomicina, com células apresentando monémeros de JC-1 no citoplasma
celular (em verde). No controle é possivel verificar que ocorreu a formagédo de J-agregados (em
vermelho) como consequéncia do potencial de membrana mitocondrial (superpolarizado). Nucleo
celular corado em azul. Foram realizados 2 experimentos independentes com 2 replicatas cada, e
cada ponto representa uma replicata. A barra horizontal representa a mediana dos dados. Teste
Mann Whitney.
FONTE: O autor (2016).
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Morte celular ndo é induzida na célula B16-F10 apds o tratamento com Thuya
30CH

A morte celular € um processo que pode ser natural ou induzido por algum
tratamento ou patogenia. Foi considerado importante para este trabalho verificar se
o tratamento com Thuya 30CH nas células B16-F10 poderia estar levando as células
a algum tipo de morte. Na busca de justificar a diminuicdo da proliferacdo celular
encontrada inicialmente, foi realizado o ensaio com Anexinna V/7AAD, que detecta
morte celular por apoptose e por necrose, respectivamente.

As células foram tratadas por 72h, e na analise dos dados as células foram
classificadas através de citometria de fluxo em células viaveis (quadrante inferior
esquerdo), células em apoptose inicial (quadrante superior esquerdo), células em
processo de necrose (quadrante inferior direito) e células em necrose e apoptose
tardia (quadrante superior direito), dependendo da presenca de marcacéo para cada
marcador (FIGURA 9). Nao foi observada diferenca significativa no grupo tratado
com Thuya 30CH em comparacdo com a agua.
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FIGURA 9 — MORTE DE CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e apods foi realizado o
ensaio com anexina V/7TAAD para detectar os diferentes tipos de morte celular através de citometria
de fluxo. A) Dot plot e histograma ilustrativos das células B16-F10 marcadas com anexina V/7AAD. B)
Gréfico apresenta a taxa de diferentes tipos de morte como apoptose inicial, necrose e apoptose
tardia além de células viaveis. Thuya 30CH néo foi capaz de induzir significativamente nenhum tipo
de morte celular guando comparado com o veiculo. Foram realizados 4 experimentos independentes
e cada ponto representa um experimento, a barra horizontal representa a mediana dos dados. Teste
Mann Whitney.
FONTE: O autor (2016).

O ciclo celular de células B16-F10 é alterado ap0ds o tratamento com Thuya
30CH

Como no ensaio de morte celular ndo foi observada alteracdo nas taxas de
morte apds o tratamento com Thuya 30CH comparando com o veiculo, pode-se
dizer que essa ndo é a forma como o tratamento estd diminuindo a quantidade de
células observadas no ensaio de cristal violeta. Uma vez que foram testadas outras

maneiras que poderiam estar alterando as células tratadas com Thuya 30CH, como
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a funcionalidade de organelas e a taxa de morte, e como nenhuma delas mostrou
alteracdo, o proximo passo foi verificar se o tratamento poderia estar alterando o
ciclo das células B16-F10, j& que o aumento de ROS intracelular também é capaz de
alterar esse processo. (SHACKELFORD, 2000).

Como as células tratadas sdo de melanoma (B16-F10) é interessante que o
tratamento realize a parada do ciclo, ou pelo menos diminua a velocidade das fases.
Foi observada diminui¢éo significativa no nimero de células na fase G1 (fase onde a
célula esta crescendo) apos o tratamento com Thuya 30CH, e aumento no ndmero
de células na fase S (fase onde ocorre a duplicacdo do material genético). Sendo
assim, é possivel inferir que o tratamento promove acumulo de células na fase S e
parada na progressao do ciclo celular, uma vez que ha reducéo de células em G1 e
nenhuma alteragcdo em G2 e consequentemente, levando a lentiddo maior do que o

tempo normal para realizar as etapas do ciclo (FIGURA 10).

FIGURA 10 — ANALISE DO CICLO CELULAR DAS CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO COM
THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e apoés foi realizado o
ensaio com PI/Rnase para detectar as diferentes fases do ciclo celular através de citometria de fluxo.
A) Dot plot e histograma ilustrativos das células B16-F10 marcadas com PIl/Rnase permitindo separar
as fases de acordo com a quantidade de DNA. O lodeto de propidio € possivel ser detectado através
do filtro FL3. B) Grafico das fases do ciclo e a diferenca de porcentagem de células em cada fase.
Thuya 30CH foi capaz de aumentar significativamente a porcentagem células na fase S do ciclo
celular quando comparado com o veiculo. Foram realizados quatro experimentos independentes,
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sendo que cada ponto representa a mediana da porcentagem de células em cada fase do ciclo
normalizada pelo controle de cada experimento. As barras representam a mediana entre os pontos.
Todos os dados foram comparados com o controle (agua). Teste Mann Whitney. *p<0,05.

FONTE: O autor (2016).

Marcadores metastaticos e capacidade tumorigénica da célula B16-F10 sdo

reduzidos apds tratamento com Thuya 30CH

Em pacientes com melanoma é observado elevada expressédo de CD44, que
€ o principal receptor para o acido hialurénico e esta intimamente relacionado ao alto
risco de metastase, bem como a reducédo da sobrevida. (DIETRICH et al., 1997).

Por isso, foi realizada imunomarcacgao para citometria de fluxo e triagem de
alto rendimento para verificar se a marcacdo para CD44 na superficie das células
B16-F10 seria alterada pelo tratamento com Thuya 30CH. O tratamento com Thuya
30CH durante 72h ndo modificou a marcacdo para CD44 (FIGURA 11) nas

condic¢Oes testadas.

FIGURA 11 — DETECCAO DE CD44 EM CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO COM
THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e ap6s foi realizada a
imunomarcacédo para CD44. A) Gréfico da intensidade de fluorescéncia de CD44 realizada através de
citometria de fluxo. N&do foi observada diferenca significativa na quantidade de CD44 apds o
tratamento com Thuya 30CH. B) Imagem realizada no equipamento Molecular Devices, a imagem é
aleatéria e ilustrativa. Em verde marcacédo para CD44, em vermelho para actina e em azul para o
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ndcleo. Foram realizados 4 experimentos independentes para citometria de fluxo. As barras
representam a mediana de todos os valores para cada grupo. Teste Mann Whitney.
FONTE: O autor (2016).

A N-caderina faz parte de uma familia de moléculas de adesdo chamadas
caderinas, proteinas de adesédo célula-célula. Elas sdo responsaveis por juntar e
integrar milhdes de células nos tecidos, ja que cada célula original de um tecido
expressa um tipo de caderina especifico, e essas células com o mesmo tipo de
caderina tendem a preferir aderir a células com o mesmo tipo especifico. (TAKEICHI,
1990). Visto a importancia da expressdo de N-caderinas, ja que células de
melanoma sdo extremamente ageis quanto & migracao e invasao para novos tecidos
(metastase), procurou-se verificar através de imunomarcacdes se o tratamento com
Thuya 30CH alteraria a marcacdo para essa molécula em células B16-F10. A
analise quantitativa por citometria de fluxo mostrou que Thuya 30CH foi capaz de
reduzir significativamente a marcacdo quando comparada ao controle (FIGURA
12A). O padréo do resultado foi semelhante quando visto a analise por triagem de
alto rendimento (FIGURA 12B).
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FIGURA 12 — DETECCAO DE N-CADERINA EM CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO
COM THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e ap6s foi realizada a
imunomarcacgédo para N-caderina. A) Grafico da intensidade de fluorescéncia de N-caderina realizada
através de citometria de fluxo onde pdde ser observada a diminuicao significativa da quantidade de
N-caderina ap6s o tratamento com Thuya 30CH. Foram realizados 6 experimentos independentes.
B) Thuya 30CH também reduziu a marcagéo das células para N-caderina quando analisadas em
equipamento de triagem de alto rendimento. Foram realizados 3 experimentos independentes em
duplicata. Para citometria de fluxo, os pontos representam a mediana da intensidade de fluorescéncia
(MFI) normalizada pelo controle. Para os resultados da triagem de alto rendimento, os pontos
representam os valores de intensidade obtidos normalizados pelo nimero de células de cada
amostra. Todos os dados foram comparados com o controle (agua) de cada experimento. As barras
representam a mediana de todos os valores para cada grupo. Teste T Student *p<0,05 e teste Mann
Whitney **p<0,005.
FONTE: O autor (2016).

Apoés a andlise de algumas moléculas da superficie celular de B16-F10, e
verificar que N-caderina foi diminuida com o tratamento com Thuya 30CH, foi
realizado o ensaio que mimetiza, in vitro, a formacéo de colbnias, semelhantes a
microtumores. Para ensaio de crescimento independente de ancoragem, as células
foram previamente tratadas por 72h, soltas, replagueadas em matriz de alginato na
auséncia de tratamento, e deixadas por determinado tempo para crescimento. O
tratamento prévio com Thuya 30CH foi capaz de reduzir significativamente a

quantidade de colbnias formadas comparando com o veiculo (dgua). (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — FORMAGCAO DE COLONIAS PELAS CELULAS B16-F10 APOS PRE-TRATAMENTO
COM THUYA 30CH
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As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e apoés foi realizada o
ensaio que avalia a capacidade de formacg&o de col6nias inseridas em uma matriz 3D de alginato. A)
Gréfico da quantidade de coldnias formadas. Foi observada diminuicdo significativa da quantidade de
coldnias apés o tratamento com Thuya 30CH. As coldnias com area maior que 0,009 mm? foram
contadas usando o programa ImageJ. Os pontos do grafico representam a média do ndmero de
colbnias contidas nos 4 quadrantes da matriz de alginato de cada amostra. As barras representam a
mediana dentre os pontos. Teste Mann Whitney. *p<0,05. B) As matrizes de alginato contendo as
colbnias (setas) foram colocadas em placas de petri com fundo quadriculado (2 mm), divididas em 4
guadrantes e fotografadas sob estereomicroscopio.
FONTE: O autor (2016).



51

Producdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) intracelular pelas células

B16-F10 ndo foi alterada apds o tratamento com Thuya 30CH

O ensaio com a sonda DAF-FM que detecta espécies reativas de nitrogénio,
principalmente 6xido nitrico, intracelular, foi realizado para verificar se o tratamento
com Thuya 30CH poderia estar aumentando essas moléculas e consequentemente
estimulando a producdo de melanina como foi observado previamente. A producéo
de RNS intracelular ndo foi alterada apds o tratamento por 72h, sendo que tanto a
intensidade de fluorescéncia da marcacdo quanto a porcentagem de células
marcadas pela sonda ndo foram alteradas. (FIGURA 14).

FIGURA 14 — PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO INTRACELULAR PELAS
CELULAS B16-F10 APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH

A RNS INTRACELULAR B RNS INTRACELULAR
intensidade de fluorescéncia SONDA DAF (% Vis)
31 34
o _O
5 2 E 24
H 8
& s .
S 1. — e —"l‘_. f-‘; 1 —srrr— —u—.
i >
s ' R g
Q:If *“;de by .-bﬁc'
.Si? ,@}iﬁ
< -

As células B16-F10 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e entéo foi realizado o
ensaio com a sonda fluorescente DAF-FM que detecta RNS intracelular. A) O tratamento com Thuya
30CH né&o alterou a intensidade de fluorescéncia das células comparada com o veiculo. B) A
porcentagem de células positivamente marcadas também nao foi alterada significativamente pelo
tratamento. Foram realizados 4 experimentos independentes. As barras representam a mediana
dentre os pontos. Teste Mann Whitney.

FONTE: O autor (2016).
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Proliferacdo e funcionalidade em células de fibroblastos Balb/3T3 ndo foram

alteradas ap6s o tratamento com Thuya 30CH

A fim de verificar se o tratamento in vitro de fibroblastos murinos Balb/3T3
com Thuya 30CH alterava o padrao de proliferagcdo dessas células, as mesmas
foram tratadas por até 72h horas e posteriormente coradas com cristal violeta. Os
dados de proliferagéo celular do veiculo foram comparados ao grupo correspondente
da Thuya 30CH. Os dados obtidos mostraram que o tratamento ndo alterou a
proliferacdo celular nas condicdes estudadas (tempo e concentracdo) (FIGURA 15
A).

FIGURA15 — PROLIFERACAO CELULAR E ATIVIDADE MITOCONDRIAL E LISOSSOMAL DE
CELULAS BALB/3T3 APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células Balb/3T3 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por até 72h e entdo foram
realizados os ensaios de proliferacdo celular através do corante cristal violeta, além de MTT para
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avaliar a atividade mitocondrial e o0 ensaio Vermelho Neutro para avaliar a atividade lisossomal. A) O
tratamento nao alterou a proliferacdo das células comparada com o veiculo. B) Thuya 30CH também
ndo alterou a funcionalidade das mitocdndrias comparado com a agua. C) No ensaio de vermelho
neutro o tratamento também néo foi capaz de alterar a atividade lisossomal das células ndo tumorais
Balb/3T3. Foram realizados 3 experimentos independentes, os dados de MTT e Vermelho Neutro
foram normalizados pelo nimero de células. A barra horizontal representa a mediana dos dados. Foi
utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar os dados.
FONTE: O autor (2016).

Também foram realizados os ensaios de Vermelho Neutro e MTT que
avaliam, respectivamente, a funcionalidade de organelas (lisossomos e
mitocondrias) para verificar se o tratamento com Thuya 30CH poderia estar
causando alguma toxicidade as células de fibroblastos Balb/3T3. Nos tempos de
24, 48 e 72h de tratamento, ndo foram observadas alteracdes na funcionalidade
dessas organelas (FIGURAS 15 B e C).

Além disso, também foi realizado o ensaio que avalia a taxa de morte das
células a fim de verificar se o tratamento com Thuya 30CH poderia induzir algum tipo
de morte celular em células normais ou ndo tumorais. E apds o tratamento de 72h
nao foi verificado nenhum tipo de morte celular comparado com o veiculo. (FIGURA
16).



FIGURA 16 — MORTE DE CELULAS BALB/3T3 APOS TRATAMENTO COM THUYA 30CH
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As células Balb/3T3 foram plaqueadas e tratadas com Thuya 30CH por 72h e entéo foi realizado o
ensaio que avalia a taxa de morte de células através da marcagdo com anexina V/7AAD. A) Dot plot e
histograma ilustrativos das células Balb/3T3 marcadas com anexina V/7AAD. B) Gréafico que
apresenta a taxa de diferentes tipos de morte como apoptose inicial, necrose e apoptose tardia além
de células vidveis. Thuya 30CH néo foi capaz de induzir significativamente nenhum tipo de morte
celular quando comparado com o veiculo. Foram realizados 3 experimentos independentes, a barra
horizontal representa a mediana dos dados. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar 0s
dados.
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7 DISCUSSAO

7

Thuya occidentalis € amplamente utilizada na homeopatia e fitoterapia, e
apresenta potencial imunofarmacolégico demonstrado em inimeros modelos,
testados tanto in vivo quanto in vitro. (NASER et al., 2005). Alguns artigos trazem
resultados interessantes utilizando Thuya occidentalis em células tumorais,
demonstrando sua capacidade antitumoral. (SUNILA et al.,2007; BISWAS, 2011;
PREETHI et al.,, 2012; MUKHERJEE et al.,, 2014; SAHA et al., 2014). Nesse
trabalho, observou-se que o tratamento com Thuya occidentalis 30CH atua na célula
de melanoma regulando negativamente suas caracteristicas tumorigénicas e
metastaticas. Inicialmente foi verificado que ocorreu aumento da producdo de
melanina pelas células, e menor proliferacdo celular (quantidade de células
aderidas), apés o tratamento com Thuya 30CH (FIGURAS 5). Tanto a
melanogénese quanto a proliferacdo, sdo caracteristicas intrinsecas fortemente
relacionadas no melanoma, pois basicamente a funcdo dessa célula, enquanto néao
tumoral, é produzir melanina, e quando se torna tumoral, no caso o melanoma, uma
de suas caracteristicas mais fortes € o rapido crescimento. Porém a melanogénese
ainda € uma via que estd sendo muito estudada, e as informacfes ainda ndo séao
conclusivas. (PASCO, 2004; BHATIA, TYKODI e THOMPSON, 2009; CERDEIRA,
2011; MARTI; SOROLLA; YERAMIAN, 2012; HOLMES, 2014; SHAIN, 2016; WHO,
2016). Por isso foi importante iniciar o estudo do composto Thuya 30CH verificando
quais as alteracdes relacionadas a essas caracteristicas poderiam ser manifestadas
mediante o tratamento com este composto altamente diluido em células de
melanoma B16-F10.

O processo de melanogénese € considerado um topico importante, porém
apesar dos recentes avangos, a regulacdo deste ndo é totalmente esclarecida. A
melanina é produzida pelos melandcitos em seus melanossomas, sendo que essas
células interagem com o sistema imunolégico e inflamatorio, e sua atividade pode
ser regulada por fatores extrinsecos, tais como, farmacos e radiacdo ultravioleta,
num processo complexo chamado de melanogénese (VIDEIRA, 2013). A producéo e
distribuicdo de melanina envolvem varias etapas: transcricdo de proteinas
melanogénicas, biogénese do melanossoma, classificacdo de proteinas

melanogénicas nos melanossomas, transporte de melanossomas para as pontas
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dos dendritos dos melandcitos e transferéncia para os queratinécitos. Esses eventos
sao fortemente regulados por uma variedade de fatores paracrinos e autécrinos em
resposta a estimulos enddgenos e exdgenos, principalmente pela radiagcdo UV
(PARK, et al., 2009, D'MELLO, et al., 2016). Existem dois tipos de cancer de pele, os
considerados ndo melanomas e os melanomas, a principal diferenca entre eles em
termos de funcao celular, € a producdo de melanossomas no cancer tipo melanoma,
que sao organelas Unicas adaptadas para a sintese de melanina em células
produtoras desse pigmento. Com base em caracteristicas morfolégicas séao
classificados em quatro diferentes fases (I, II, lll e IV) no decorrer da via de
biogénese. Estudos sugerem que na fase IV da biogénese ocorre um aumento da
sensibilidade ao tratamento por efeitos citotoxicos levando tais células a morte
(menos resistente a drogas). (CHEN, et al., 2009, D’MELLO, et al., 2016). Portanto,
pode-se fazer uma relacdo em que as células que tem mais melanossomo do tipo IV
sdo menos resistentes a farmacos, levando a morte celular. O que foi demonstrado
no nosso trabalho foi que houve aumento da producdo de melanina, e diminuicéo da
proliferacdo celular. I1sso significa provavelmente que as células devem apresentar
mais melanossomas de estagio IV e por isso h4 maior producdo de melanina.
Consequentemente, como nesse estagio as células ficaram mais sensiveis ao
tratamento, ocorre uma queda de proliferacdo celular.

A via metabdlica da melanogénese é relatada por produzir diversas espécies
reativas de oxigénio, principalmente H,O,, mas também varias outras espécies
reativas que provocam um forte estresse oxidativo para os melandcitos, e também
para as ceélulas de melanoma. Esse estresse oxidativo € considerado como
resultado de desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes no interior da célula, e ele
tende a aumentar quando a producdo de melanina também est4d aumentada.
(PERLUIGI, et al., 2003, MUNOZ-MUNOZ, et al., 2009, HUANG, et al., 2013). Visto
que o tratamento com Thuya 30CH diminuiu a proliferacdo, e aumentou a producao
de melanina, e que a via metabdlica da melanogénese aumentada produz mais
espécies reativas de oxigénio, foi investigado se o tratamento poderia estar
aumentando também a produgdo de ROS intracelular. Foi visto que realmente, o
aumento da melanogénese pelo tratamento teve como consequéncia aumento da
producdo de ROS nas células B16-F10 (FIGURA 6). As ROS possuem papel duplo

quando o assunto € o desenvolvimento do melanoma. Concentragcdes muito altas
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podem desencadear fatores antitumorais, porém em concentracfes mais baixas
podem levar ao acumulo de mutacbes potencialmente oncogénicas
(MEIERJOHANN, 2013). Em células neoplasicas o sistema antioxidante é fraco
fazendo com que as ROS que sao produzidas interfiram em processos que podem
ajudar na progressao do tumor. Porém algumas terapias chamadas pro-oxidativas
estdo sendo desenvolvidas para induzir as células a apoptose, mas essa técnica
pode ser considerada agressiva, pelo fato de que também pode prejudicar as células
normais. Algumas enzimas que geram moléculas como H;O, e aumentam a
guantidade de ROS intracelular estdo sendo estudadas para melhorar o tratamento
de cancer (NISHIKAWA, 2008). Também em determinada concentracdo, chamada
subletal, ROS podem agir como segundo mensageiro e regular a transcricdo de
varios genes que estdo envolvidos no aumento da proliferagdo, da migracédo e da
invasao celular (TOCHHAWNG et al., 2013). Diversos estudos tém analisado o papel
das ROS na migracdo celular e invasdo, porém resultados diferentes tém sido
publicados dependendo do tipo de ROS, da quantidade, do local onde é produzido,
bem como do tipo celular. Sendo assim, percebe-se que o entendimento do papel
das ROS no melanoma ainda tem que ser melhor estudado. Sabe-se também, que o
aumento de ROS intracelular, quando presente em concentracdes elevadas, pode
provocar muitas alteracbes em diversos processos celulares, como funcionalidade
de organelas, alterar o ciclo celular, e até levar a apoptose (WANG et al., 2000;
TOCHHAWNG et al.,, 2013). Muitos compostos e complexos naturais altamente
diluidos séo usados diariamente pela populacdo mundial, porém muitos deles nunca
foram testados para saber o que sdo capazes de fazer aos diferentes tipos de
células presentes no organismo. Sendo assim, € muito importante verificar se
ocorrem injurias celulares ou se, por exemplo, esse tratamento esta prejudicando
processos vitais da célula. O composto natural altamente diluido Thuya 30CH age
na célula de forma negativa para o melanoma. Dessa forma, é importante determinar
em que nivel e de que forma esse composto esta prejudicando essas células. Para
isso, nossa hipétese foi de que, uma vez que o tratamento induz a produgédo de
melanina, e que durante esse processo a producdo de ROS intracelular é
aumentada, a viabilidade celular esteja sendo afetada, visto que esses reativos
causam danos aos processos que ocorrem normalmente na célula, podendo leva-las
a morte (NISHIKAWA, 2008).
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Compostos e complexos naturais altamente diluidos, como todo e qualquer
medicamento e droga utilizada, podem alterar processos celulares e de alguma
forma deixar a célula mais sensivel, mais fraca, ou desestabilizada. (JUNCO, 2015).
Dessa forma, para que saibamos se tal droga esté prejudicando algum tipo celular,
necessita-se verificar a viabilidade, no caso, quao saudavel estd essa célula. No
caso do melanoma, quanto menos viavel estiver, melhor para o paciente. Porém,
quando se utiliza uma droga ela age em todos os tipos de célula e ndo apenas no
tumor, por isso também se faz necessario verificar os danos causados em células
normais. (REGAD, 2013). Quando o tumor primario de melanoma é originado,
diversas outras células fazem parte do microambiente tumoral, inclusive os
fibroblastos. Essas células muitas vezes sdo manipuladas pelas células de
melanoma a produzir certas moléculas e também agir da forma que é convencional
para a célula tumoral. (HANAHAN; COUSSENS, 2012; BALKWILL et al.,, 2012).
Além disso, a maioria dos tratamentos que séo utilizados contra o melanoma, além
de matar as células do tumor, também prejudica e causam diversos danos para
outras células do organismo, células ndo tumorais (ATALLAH; FLAHERTY, 2005;
HANAHAN; COUSSENS, 2012). Para a seguranca do uso de Thuya 30CH, é
importante verificar se o tratamento poderia estar alterando a proliferacdo, a
funcionalidade de organelas, e também a taxa de morte de células que sédo
consideradas normais para o organismo, como os fibroblastos.

Para avaliar a viabilidade, utilizam-se ensaios onde se analisa o
funcionamento das células, como o0 ensaio com o corante vermelho neutro, que
verifica a capacidade de retencdo e manutencdo do corante em compartimentos
com pH baixo, e também outro ensaio comum é com MTT, que é reduzido através
de processos mitocondriais, demonstrando o funcionamento correto da organela.
(MOSSMAN, 1983). Os resultados mostraram que, comparado com o veiculo, ndo
houve diferenca na funcionalidade celular, a0 menos nos processos celulares que os
ensaios avaliam tanto nas células tumorais B16-F10 (melanoma), quanto nas células
nao tumorais Balb/3T3 (fibroblastos) (FIGURAS 7 e 15). Baseando-se nesses
resultados, pode-se concluir que a diminuicdo do nimero de células de melanoma
apos tratamento com Thuya 30CH néo se deve a reducdo da viabilidade dessas
células. Como o tratamento inicialmente levou a menor proliferacao celular, alguma

via estava sendo afetada na célula de melanoma pelo tratamento com Thuya 30CH,
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e como 0s ensaios que avaliam a funcionalidade mitocondrial e lisossomal néo
mostraram nenhuma alteracdo significativa, partimos para um estudo mais refinado
do funcionamento mitocondrial nas células de melanoma.

A mitocOndria apresenta grande riqueza de fungbes dentro da fisiologia
celular, aléem da funcdo no metabolismo energético (ZOROV et al, 1997,
KOWALTOWSKI, 2000). Sua matriz consiste num espaco de alta capacidade para o
armazenamento de ions Ca?" (revisado por GUNTER E GUNTER, 2001) e contém
enzimas essenciais para a sintese de ureia e modificacdo de grupos heme
(ATAMNA et al., 2002). Além disso, o funcionamento da cadeia respiratoria garante
baixas tensfes de oxigénio intracelular, evitando oxida¢cdes indesejaveis, a0 mesmo
tempo a cadeia de transporte de elétrons também € um dos principais geradores de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio sinalizadoras ou danosas as células.
(WALLACE, 1999). A mitocdondria contém ainda uma variedade de proteinas
envolvidas na regulacdo da morte celular por apoptose, um processo altamente
regulado de eliminacdo celular que € dependente de energia (DANIAL e
KORSMEYER, 2004).

Alguns tratamentos contra o cancer induzem a célula cancerigena a morte e
se faz necessario saber qual o mecanismo que este tratamento utiliza para chegar a
tal ponto. A homeostasia € mantida pelo controle da quantidade de proteinas anti-
apoptoticas e pré-apoptoticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na
expressdo das proteinas pro-apoptéticas. Esse desequilibrio induz a apoptose.
(HENGARTNER, 2000). A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas
diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca
(mitocondrial). A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular
como danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes. Os sinais que Sao
traduzidos em resposta a estes problemas convergem principalmente para a
mitocondria (DESAGHER, et al., 2000).

Inidmeros estudos sobre apoptose apontam a mitocndria como o principal
mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os estimulos de morte celular,
induzindo a permeabilizagdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-
apoptoticas nela presentes. Quando sinais de morte alcangcam a mitocondria, levam
ao colapso do potencial da membrana mitocondrial interna (Ay), bem como a uma
transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM) (LOEFFLER et al., 2000). Dessa
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forma, utilizamos a sonda JC-1 para avaliar o potencial de membrana mitocondrial,
podendo indicar se o tratamento com Thuya 30CH estaria afetando drasticamente a
célula. A resposta da mitocondria ao dano oxidativo € uma via importante no inicio
da apoptose. (PETROS et al.,, 2004). A permeabilidade geral a 4gua aumenta,
fazendo com que ela alcance a matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e
consequente liberacdo de proteinas pro-apoptoticas para o citoplasma. (LOEFFLER
et al, 2000 e GUPTA, 2003). Além da liberacdo de moléculas pela mitocondria, a
despolarizacdo do Ay e TPM levam a perda da homeostasia celular, interrompendo
a sintese de ATP e aumentando a producdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS). (KROEMER, et al., 2000). O aumento nos niveis de ROS leva a oxidacao de
lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, aumentando o colapso do Ay. (GREEN, et al.,
2004). Portanto, a resposta da mitocondria ao dano oxidativo é uma via importante
no inicio da apoptose.

Falado sobre a importancia e riqueza de funcdes da mitocéndria, ndo é
surpreendente constatar que sua integridade e funcionalidade possam afetar a
viabilidade das células. (OLDENBURG et al.,, 2003). Como verificamos que a
proliferacdo celular foi diminuida apds o tratamento, e que os ensaios de MTT e
Vermelho Neutro ndo mostraram alteracbes na funcionalidade de tais organelas
(FIGURA 7), foi de grande interesse analisar a integridade da mitocondria, pois caso
essa integridade tenha sido perdida com o tratamento, pode-se indicar uma via para
gue Thuya 30CH diminua a proliferacdo celular. Entretanto, o tratamento com Thuya
30CH nao foi capaz de alterar o potencial de membrana mitocondrial de células B16-
F10, demonstrando que a mitocondria continua com a sua integridade e
funcionalidade (FIGURA 8).

Os ensaios de viabilidade celular baseados na coloragdo com MTT e
vermelho neutro, realizados neste trabalho, sdo aplicados as células aderidas na
placa. Portanto, ndo foram avaliadas as células que, porventura, tenham morrido
e/ou se soltado da placa em decorréncia do tratamento. Foram realizados trés
diferentes testes que avaliam a funcionalidade e integridade de organelas
importantes para a viabilidade celular, e nenhum dos ensaios mostrou alteragéo.
Porém, esses ensaios levam em consideracdo apenas as células aderidas. Sendo
assim, todas as células constantes nas placas foram submetidas a analise de taxa

de morte celular, verificando se apos 72h de tratamento as células poderiam estar
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morrendo, e consequentemente se soltando da placa, o que justificaria a diminuicdo
da quantidade de células aderidas encontradas no ensaio de cristal violeta.

Naturalmente, ocorrem diversos processos que podem levar a célula a morte.
Dentre os tipos de morte podemos citar apoptose e necrose. A apoptose € o0
processo identificado como morte celular programada, onde a célula recebe sinais
extrinsecos ou intrinsecos para que ela inicie um processo de morte. Ela é
considerada uma via natural de morte, resultante da ativacdo de endonucleases e
subsequente reducdo do DNA a fragmentos nucleossomais (ROSEN & CASCIOLA-
ROSEN, 1997; SALGAME et al., 1997). Esse processo, denominado apoptose, pode
se diferenciar da necrose através da observacdo de alteracbes morfolégicas. Na
apoptose ocorre a diminuicdo do volume celular, a condensacédo da cromatina e a
formacdo de corpos apoptéticos. JA na necrose ocorre caracteristicamente o
aumento do volume celular e degradacao nuclear (KANNAN & JAIN, 2000). Outra
caracteristica importante é que os transtornos metabdlicos que ocorrem durante a
necrose promovem lesdes osméticas na membrana plasmatica, o que, por outro
lado, € muito preservado durante a apoptose (CZABOTAR, 2014). Quando a
apoptose € inicial, os residuos de fosfatidilserina séo redistribuidos da face interna a
face externa da bicamada lipidica da membrana plasmatica (MOURDJEVA et al.,
2005). A exposicao de fosfatidilserina na superficie das células apoptoticas ocorre
anteriormente a fragmentacdo do DNA e aos "blebs" - formacédo de vesiculas na
membrana plasmatica (MARTIN et al.,, 1995; BLANKENBERG et al., 1998). O
aumento progressivo da permeabilidade da membrana plasmatica, por outro lado,
apresenta-se como alteracdo morfoldgica tipica das células apoptoticas tardias ou
inviaveis (ASHKENAZI, 2014) demonstrando que ao final desse processo ele acaba
se assemelhando ao processo de necrose. Diversos trabalhos recentes demonstram
gue tratamento com compostos naturais altamente diluidos tem levado a apoptose
de células tumorais. Arora e Tandon (2015) analisaram a acdo de Ruta graveolens
em células de cancer de colo uterino humano, e verificaram aumento de apoptose
apos o tratamento. Também o composto Condurango nas poténcias de 6CH e 30CH
demonstraram levar a apoptose células H460 de cancer de pulméo (SIKDAR, 2014).
Porém, nos experimentos realizados com células tratadas com Thuya 30CH néo foi
possivel detectar inducdo significativa de morte celular apés o tempo estudo
(FIGURA 9).
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Como observado nos resultados, o tratamento altera o metabolismo da
producdo de melanina (melanogénese) e esse processo se torna aumentado apos o
tratamento. A via da melanogénese € conhecida por produzir ROS intracelular, e
quando aumentada pode produzir em maiores quantidades, o que também foi
verificado nos resultados obtidos. O aumento de ROS intracelular pode alterar
processos e até levar a célula a morte Porém, ndo houve alteragcdes na
funcionalidade de organelas nem indugcdo de morte celular. Portanto, a hipétese de
que as células estavam morrendo, justificando a menor proliferacdo celular, foi
negada. Dessa forma, investigamos outro processo que pode ser alterado por ROS
e que pode levar a diminuicdo da proliferacdo celular: o ciclo celular da B16-F10.
Decidiu-se realizar o ensaio de ciclo celular, pois pode ser um meio para que o
tratamento altere o padrao de proliferacao celular.

O ciclo celular é o conjunto de processos que se passa huma célula viva entre
duas divisdes celulares. O ciclo celular consiste na interfase e na fase mitética, que
inclui a cariocinese (divisdo do contelido genético) e a citocinese (divisdo celular). A
interfase é o periodo entre o final de uma divisédo celular e o inicio da outra e
geralmente células normais encontram-se nessa fase durante a maior parte da sua
vida. Ja a fase mit6tica € um periodo de intensa atividade na célula, pois ocorre a
duplicacdo do material genético. A interfase divide-se em trés fases: G1, S e G2. Na
fase G1 sado sintetizadas muitas proteinas, enzimas e RNA, também ocorre a
formacdo das organelas celulares e, por consequéncia, a célula cresce. Na fase S
ocorre a replicacdo das moléculas de DNA. Na fase G2 ocorre a sintese das
moléculas e organelas necessarias para a divisao celular, e a célula ja apresenta o
dobro da quantidade de DNA, e esta pronta para se dividir. As fases G e S possuem
essas denominacdbes em decorréncia de abreviagbes do inglées - G
para gap (intervalo) e S para synthesis (sintese). Também se encontra na literatura
uma fase chamada GO, onde uma célula permanece continuamente durante a
interfase, interrompendo a divisdo. E possivel através de estimulos externos fazer
com que a célula retorne para seu ritmo normal. (SHACKELFORD, 2000).

Considerando que a célula esta se dividindo para formar duas células a partir
de uma, o material genético, no caso o DNA, é duplicado. Para se analisar o ciclo
celular através de citometria de fluxo, deve ser levada em consideracdo a

guantidade de DNA presente nas células em cada fase do ciclo. O iodeto de propidio
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é um intercalante de DNA usado nesse ensaio analisado por citometria de fluxo. E
possivel detectar em qual fase do ciclo a célula se encontra através da intensidade
de fluorescéncia das células marcadas, indicando que quando maior a quantidade
de DNA, maior seré a fluorescéncia. (DOUGLAS et al.,1995, KALEJTA et al., 1997).
Como as células tratadas sdo de melanoma (B16-F10) € interessante que o
tratamento realize a parada do ciclo, ou pelo menos diminua a velocidade das fases.
Foi observada diminuicdo significativa no nimero de células, no tratamento com
Thuya 30CH, na fase G1 onde a célula esté crescendo, com consequente aumento
no numero de células na fase S, onde esta ocorrendo a duplicacdo do material
genético (FIGURA 10). Uma vez que a proliferacao foi diminuida e que o tratamento
foi capaz de alterar o ciclo celular, pode-se inferir que esteja ocorrendo uma lentid&ao
nas fases, maior do que o tempo normal para realizar as etapas do ciclo.

Estudos com novos tratamentos para o cancer demonstram que, quando
ocorre a parada do ciclo celular na fase G2 as células consequentemente param de
se duplicar e em seguida ocorre uma diminuicdo da proliferacdo celular. Era o
esperado para Thuya 30CH, porém o tratamento com esse composto ndo parou o
ciclo celular parecendo apenas deixa-lo mais lento. Samadi e colaboradores (2011)
demonstraram em seu trabalho que o tratamento com o composto KU135 parou o
ciclo celular na fase G2 e consequentemente diminuiu a proliferacdo celular. Em
melanoma humano foi possivel verificar a parada do ciclo celular em G2 e apoptose
apos a inibicdo de oxido nitrico e inibicdo de fator nuclear kB pelo tratamento com
Curcumina (ZHENG et al, 2004). Esse resultado pode justificar a diminuicdo da
quantidade de células aderidas encontradas no ensaio de proliferacdo celular, além
de mostrar que Thuya 30CH pode ser considerado um agende antiproliferativo para
0 melanoma.

O préximo passo do estudo foi verificar se o tratamento com Thuya 30CH
poderia estar alterando a expressdo de moléculas envolvidas diretamente com a
capacidade metastatica da célula B16-F10. Essa linhagem celular de melanoma é
conhecida e bem descrita pela facilidade e grande capacidade de migracdo e
invasdo, além de formacdo de novos tumores. (CHAMBERS, 2002). Ja que o
composto testado altera diversos processos celulares, e principalmente age como
antiproliferativo de células de melanoma, é de grande importancia analisar a acao

também dessas caracteristicas, como capacidade metastatica e tumorigénica. Para
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isso, inicialmente, foram realizadas imunomarcacdes que permitiram observar se 0
tratamento estava alterando expressdo de moléculas de superficie importantes para
a migracdo e adeséao célula-célula, e que contribuem para a capacidade invasiva do
melanoma.

CD44 é uma glicoproteina envolvida em interaces célula-célula, migracéo e
adesao celular. Nas células de melanoma ele é conhecido por ter uma elevada
expressao e esta intimamente relacionado ao alto risco de metastase (DIETRICH et
al., 1997). Esse receptor pode também se ligar a diferentes componentes da matriz
extracelular, como colagenos, fibronectina, condroitim sulfatos (GOODISON et al.,
1999; ARUFFO et al., 1990), facilitando o movimento de células que o possuem,
como as de melanoma. Sabe-se que a interacdo do acido hialurébnico com o CD44 -
principal receptor para essa molécula — presente na superficie das células tumorais
desencadeia sinais para varios processos importantes para a progressao do
melanoma, inclusive estimulando a migracdo. (SIRONEN et al., 2011).

Ja foi visto que quando é inibida a ligacdo de CD44 ao acido hialurénico
ocorre reducdo na formacdo de metastases pulmonares in vivo e gera capacidade
de prolongamento da sobrevida dos animais com 0s tumores, o que mostra que
CD44 possa ter um papel importante no estabelecimento de metastases e novas
colonias de melanoma no pulmédo. (MUMMERT et al, 2003). Quando analisada a
expressdo de CD44 foi visto que ela tende a ser mais intensa ao longo da
progressdo do melanoma (AHRENS, THOMAS et al., 2001). Em 2014, Potrich
mostrou que o tratamento in vitro com complexos naturais altamente diluidos reduz a
producdo/secrecdo de acido hialurdnico pelas células de melanoma, bem como a
expressado de enzimas responsaveis pela degradacdo dessa molécula. Em 2016,
Gongalves mostrou que um daqueles complexos também reduzia diretamente a
expressdo de CD44 em B16-F10. O CD44 também é capaz de estimular a producéo
da metaloproteinase de matriz MMP-2, que € responsavel pela degradacdo de
diferentes matrizes extracelulares e, consequentemente, facilita a capacidade de
migracdo e invasdo de células de melanoma (TAKAHASHI et al.,, 1999). Nesse
trabalho, realizamos imunomarcagdao para citometria de fluxo e triagem de alto
rendimento para verificar se a marcagdo para CD44 na superficie das células B16-
F10 seria alterado pelo tratamento com Thuya 30CH. O tratamento ndo modificou tal
marcacao (FIGURA 11).
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Em seguida, investigamos a expressao de outra molécula fundamental para a
capacidade invasiva das células de melanoma, a N-caderina, que pertence a uma
familia de moléculas de adesdo célula-célula. Para que as caderinas funcionem
normalmente elas precisam da presenca de ions célcio. Elas sdo responsaveis por
juntar e integrar milhdes de células em diferentes tecidos, jA que as células que
expressam um tipo de caderina tendem a preferir aderir a células com o mesmo tipo
de caderina. (TAKEICHI, 1990). H4 uma diferenca de caderinas de tecidos epiteliais
e de tecidos mesenquimais. Tecidos epiteliais normalmente apresentam a E-
caderina. Quando melandcitos ainda ndo sofreram malignizacdo, expressam E-
caderina, que é capaz de manté-los ligados aos queratindcitos controlando seu
crescimento. Porém quando ocorre processo de formagdo em tumor, as células
podem sofrer alteracbes nessas caderinas, passando a expressar N-caderina,
caracteristica de tecidos mesenquimais. Conseguindo assim rapidamente se libertar
do controle dos queratindcitos e passando a ter afinidade maior pelos fibroblastos e,
consequentemente, favorecendo a invasdo de tecidos adjacentes. Estando na
derme, o melanoma tem maior chance de acesso aos vasos sanguineos, cujas
células também expressam N-caderina. Portanto, a N-caderina favorece o escape
das células do tumor primario, e também auxilia a interagcdo com células endoteliais
para adentrar a circulacdo sanguinea, indicando portanto a aquisicdo de capacidade
metastatica. (LI et al., 2001; WHEELOCK et al., 2008). Além disso, a adeséao celular
por N-caderina pode ativar uma via antiapoptética através de AKT, que pode
contribuir para a sobrevivéncia dessas células. (LI et al., 2001).

Sabendo da devida importancia que ha entre o balanco de E e N-caderinas
em processos metastaticos, verificou-se por imunomarcacédo se o tratamento com
Thuya 30CH poderia alterar a marcagéo para N-caderina em células de melanoma.
Uma diminui¢cdo na marcacgdo de N-caderina é muito significativa para um tratamento
que tem como objetivo ser antitumoral e antimetastatico. Thuya 30CH foi capaz de
diminuir essa marcacdo (FIGURA 12), fornecendo mais indicios de que esse
composto pode levar as células a diminuirem suas capacidades metastaticas.

Os ensaios realizados até agora permitiram associar o tratamento com Thuya
30CH como tendo capacidade de diminuir padrdes importantes para manter o
fendtipo agressivo das células de melanoma, tornando-as menos capazes de gerar

tumores, sejam primarios ou secundarios. Dessa forma, buscou-se realizar um
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ensaio de formacao de coldnias inseridas em uma matriz 3D de alginato a fim de
verificar se apds o tratamento das células, a capacidade de gerar col6nias a partir de
si proprias seria realmente alterada.

Segundo alguns autores, é confiavel a correlacdo entre ensaios de formacéo
de colbnias por células tumorais tratadas com antitumorais in vitro e resultados
obtidos utilizando os mesmos tratamentos in vivo. (MEYSKENS; SALMON, 1979).
Uma caracteristica importante para células cancerigenas € a capacidade de formar
agregados junto com moléculas de superficie como as glicoproteinas e assim
crescerem em forma de colbnias de uma forma que seja independente de
ancoragem a um substrato, ja que representa de forma mais proxima do real a
capacidade dessas células de se proliferar e formar novos tumores em locais
distantes da sua origem. (LOTAN; RAZ, 1983). Como o tratamento com Thuya 30CH
alterou a capacidade proliferativa das células B16-F10 é esperado que a quantidade
de coldnias formadas também fosse diminuida, e foi realmente isso que aconteceu,
como visto nos resultados. O composto foi capaz de reduzir o nimero de colbnias
formadas apos o tratamento (FIGURA 13).

Esse resultado € extremamente importante, pois mostra que o composto
estudado tem forte acdo em uma das caracteristicas mais marcantes da B16-F10,
que é a capacidade tumorigénica. O melanoma € o tipo de cancer de pele com maior
facilidade de realizar metastase, e o mais importante disso, € que ap0s metastizar 0s
tratamentos atuais ndo sdo eficientes o suficiente a ponto de evitar a morte dos
pacientes. Com o tratamento in vitro utilizando Thuya 30CH as células de melanoma
apresentaram-se com a proliferacdo e a producdo de moléculas importantes
envolvidas nos processos de migracdo e a invasdo diminuidas, contribuindo para
que a formacdo de novos tumores também seja diminuida. Tendo isso em vista e
considerando a administracdo a longo prazo de Thuya 30CH, este composto natural
altamente diluido poderia aumentar a sobrevida dos pacientes que sofrem com esse
tipo de cancer.

Uma vez que o tratamento com Thuya 30CH alterou a produgcao de melanina
deixando-a aumentada, aparentemente, através dos resultados obtidos pode-se
inferir que a melanogénese € a base para todas as outras mudancgas que ocorreram
em cascata de respostas devido ao aumento da via melanogénica. A melanina é

descrita como a grande defesa fisiologica existente na pele contra a radiacao
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ultravioleta ja que ela possui capacidade fotoprotetora por absorver radicais livres
(D'MELLO, et al., 2016). Sendo assim, na tentativa de investigar como 0 composto
induziu ao aumento da produgao de melanina, foi realizada uma busca na literatura
e observamos que h& varios indutores de melanogénese. Dentre essas, o Oxido
nitrico endégeno é considerado um dos estimulantes dessa via responsavel por
produzir melanina na célula de melanoma. (VIDEIRA, 2013). O papel do NO na
inducdo da melanogénese foi descrito em 1996 por Roméro-Graillet e
colaboradores, que demonstraram que o NO estimula a sintese de cGMP, (um forte
estimulador do processo de melanogénese), e ap6s alguns dias com estimulacao
utilizando NO exdégeno a expressao proteica e a atividade da tirosinase foram
induzidas em melandcitos humanos. O NO é um radical livre gasoso que difunde na
célula, e é conhecido como uma molécula mensageira intracelular, encontrado em
grandes quantidades na célula, e que possui diversos efeitos biologicos. Além disso,
o NO gerado intracelularmente também ja foi descrito como capaz de matar uma
série de células tumorais (revisado por XU et al., 2002). Sendo assim, o Gltimo passo
do estudo em questdo foi investigar como o0 composto induziu ao aumento da
producdo de melanina, ja& que esse processo pode estar aparentemente
desencadeando as acdes seguintes do tratamento. Entretanto, verificou-se que o
tratamento com Thuya 30CH ndo aumentou a producdo dessa molécula no tempo
estudado (FIGURA 14). Uma vez que esse processo deva ser anterior a producao
de melanina, mais estudos precisam ser realizados, em tempos anteriores a 72h
como, por exemplo, no tempo de 48h, para elucidar essa parte do trabalho. Nos
vertebrados, a melanina é formada a partir do precursor fendlico aminoacido L-
tirosina por meio de uma série de reagbes enzimaticas. A L-tirosina serve como
material de partida para a biossintese de melanina e o produto imediato das reacdes
€ o dopa que regula positivamente a sintese de melanina (D’MELLO, et al., 2016).
Sendo assim, as enzimas responsaveis por essas reacdes também podem ser alvos
do tratamento. Além disso, diversas outras moléculas envolvidas na sintese de
melanina podem ainda ser estudadas na tentativa de elucidar o mecanismo de acao
responsavel pelos efeitos antitumorais de Thuya 30CH em células de melanoma.

No presente trabalho, nés mostramos que Thuya occidentalis 30CH foi eficaz
contra células de melanoma B16-F10 in vitro. Diluicdes elevadas tém a vantagem de

nao serem toxicas e ainda de ativarem células do sistema imunologico a favor do
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organismo. Assim, reduzindo caracteristicas malignas € possivel conduzir a
susceptibilidade do melanoma para ocorrer intervencdo do sistema imunoldogico,

permitindo a sua eliminagéo.
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Resumo dos resultados obtidos apds o tratamento com Thuya 30CH

A partir dos resultados obtidos com a utilizacdo do composto natural
altamente diluido Thuya 30CH em células de melanoma B16-F10 e fibroblastos
Balb/3T3, foram encontrados os resultados que estdo esquematizados na FIGURA
17.

FIGURA 17 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS RESULTADOS OBTIDOS

A [ THUYA

\ [RNS |
/ | PROLIFERAQAO CELULAR ]‘
/

l [ MELANOGENESE |t
CARACTERISTICAS \
DE MALIGNIDADE

\, —7
[[cos]m= | [NcADERMA] g ==

FORMACAO DE
COLONIAS l

[ MORTE CELULAR |mmm
t [cicLo CELULAR |

B | THUYA

N\

BALB/3T3

\ [MORTE CELULAR | mum

[ VERMELHO NEUTRO |mem

[ e

PROLIFERAGAO CELULAR |mmm

LEGENDA:

‘dninuiu ' aumentou == ndo foi alterado

No esquema A pode-se observar os resultados obtidos do tratamento com Thuya 30CH nas
células de melanoma murino B16-F10. No esquema B, os resultados obtidos com o mesmo
tratamento de células ndo tumorais, fibroblasto murino Balb/3T3.

FONTE: o autor (2016).
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Em suma, inicialmente verificou-se diminuicdo da proliferacdo celular, e
aumento de melanogénese. Como a proliferacdo das células B16-F10 esta
relacionada com o processo de melanogénese, provavelmente uma é consequéncia
da outra. A partir da analise da literatura, e na tentativa de elucidar esses efeitos, foi
realizado um ensaio para verificar a producao de espécies reativas de oxigénio onde
o aumento da producdo foi encontrado. Na sequéncia, foram realizados ensaios
para verificar a funcionalidade da célula, e tanto a funcionalidade lisossomal quanto
a mitocondrial, assim como o potencial de membrana das mitocondrias mostraram-
se inalterados pelo tratamento. Na busca de encontrar uma possivel resposta para a
menor proliferacdo celular encontrada anteriormente, seguiu-se para ensaios de
deteccdo de morte celular que por sua vez, ndo mostraram diferencas significativas.
Ja no ensaio que avalia o ciclo celular, péde-se verificar aumento das células na
fase S do ciclo celular, possivelmente deixando o processo todo mais lento e
consequentemente diminuindo a proliferacéo celular.

Os préximos passos foram verificar se o tratamento alterava também
moléculas importantes na progressédo do tumor e no processo de metastase, como
CD44, o qual ndo se mostrou alterado com o tratamento, e a N-caderina, molécula
gue mostrou-se diminuida pelo tratamento com o composto Thuya 30CH. Além
disso, a capacidade de formar coldnias também foi avaliada, e foi possivel observar
que um menor namero de colénias se desenvolviam apés o tratamento com o
composto em estudo.

No microambiente tumoral estdo presentes células ndo tumorais como
fibroblastos, as quais na maioria das vezes sofrem alteracdes de comportamento
mediante diferentes tipos de tratamento antitumorais, sendo também afetadas pelo
tratamento in vivo contra o tumor, as quais foram também analisadas neste trabalho.
Observou-se que Thuya 30CH nédo altera a proliferacdo das células Balb/3T3, um
tipo de fibroblasto, ndo alterando funcionalidades de mitocdndrias e lisossomos, e
nem induzindo nenhum tipo de morte nessas células. Esses resultados sugerem que
o tratamento com Thuya 30CH é supostamente seguro, uma vez que nao afeta a

funcionalidade/viabilidade de células consideradas normais/nao tumorais.
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8 CONCLUSOES

O tratamento com o composto natural altamente diluido Thuya occidentalis

30CH:

o reduziu a proliferacdo celular de células B16-F10 apés 48 e 72h de
tratamento;

o ndo altera a funcionalidade de mitocondrias e lisossomos das células de

melanoma B16-F10;

o aumenta a producdo de melanina pelas células B16-F10 apés 72h de
tratamento;

o ndo induz morte celular em B16-F10 apo6s 72h de tratamento;

o reduz a porcentagem de células em G1 e aumenta na fase S do ciclo celular

apos 72h de tratamento;

o aumenta a sintese de ROS intracelular em B16-F10 apds 72h de tratamento;
o ndo altera a expressao de CD44, porém reduz a expressao de N-caderina
em células B16-F10 apd6s 72h de tratamento;

o diminui a formacao de coldnias de B16-F10 ap6s 72h de tratamento;

o nao alterou a producdo enddgena de espécies reativas de nitrogénio (NO)
em B16-F10 apd6s 72h de tratamento;

o nao altera o padrdo de proliferacdo celular e a funcionalidade de
mitocondrias e lisossomos, bem como e taxa de morte celular em fibroblastos
Balb/3T3.
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