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RESUMO

O processo de morte celular programada ou apoptose vem
sendo muito estudado devido ao seu importante papel na
regulacdo e manutencdo dos organismos multicelulares.
Aspergillus é um grupo de fungos filamentosos que abran-
gem mais de 200 milhdes de anos de evolucdo. Os fungos
filamentosos revelam-se Uteis como modelo eucarionte para
0 estudo da apoptose, onde as relacdes filogenéticas mos-
tram similaridade de mamifer os com as proteinas apopto-
ticas de espécies de Aspergillus. Thuya occidentalis € uma
planta utilizada em homeopatia e, apresenta efeitos pro-
missores contra papilomas e condilomas. O objetivo deste
trabalho foi analisar o efeito do medicamento homeopatico
Thuya occidentalis 30CH sob a germinacdo e desenvolvi-
mento vegetativo do ascomiceto de Aspergillus nidulans, e
sua relacdo com a inducéo de apoptose em condicdes nor -
mais e, em presenca de danos genéticos causados pela ex-
posicdo a radiacdo ultravioleta. Na avaliagdo in vitro, o
medicamento homeopatico Thuya occidentalis CH30, pro-
VOCOU repar o e apoptose no modelo de diferenciacao celular
utilizado, com aumento na atividade de ativacdo metabdli-
ca, ativacdo de ciclo celular e ativacéo do crescimento pola-
rizado durante a germinacéo de Aspergillus nidulans, de-
monstrando efeito pro- homeostase gue fundamenta o uso
dessa preparacdo como coadjuvante no tratamento de tu-
mor es.

PALAVRAS-CHAVE: Thuya occidentalis, Aspergillus
nidulans, homeopatia, apoptose.

ABSTRACT

The process of programmed cell death or apoptosis has been
extensively studied due to its important role in the regulation
and maintenance of multicellular organisms. Aspergillus is a
group of filamentous fungi spanning over 200 million years of
evolution. Filamentous fungi are eukaryotic excellent models
for the study of apoptosis, where the phylogenetic relationships
show similarity with mammalian apoptotic proteins in Asper-
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gillus species. Thuja occidentalisis aplant used in homeopathy,
and shows promising effects against papillomas and condylo-
mas. The objective of this work was evaluate the effect of the
homeopathic medicine Thuja occidentalis 30CH under germi-
nation and vegetative growth of the ascomycete Aspergillus
nidulans, and its relation to the induction of apoptosisin normal
conditions and in the presence of genetic damage caused by
exposure to ultraviolet. In vitro evaluation, the homeopathic
remedy Thuja occidentalis CH30 has caused repair and apop-
tosis in cell differentiation model used, with increase in the
activity of metabolic activation, activation of cell cycle and
activation of polarized growth during germination of A. nidu-
lans, demonstrating pro homeostasis effect that justifies the use
of this preparation as coadjuvant in the treatment of tumors.

KEYWORDS: Thuya occidentalis, Aspergillus nidulans,
homeopaty, apoptosis.

1. INTRODUCAO

A homeopatia é uma terapia fundada pelo médico
Christian Frederich Samuel Hahnemann no século XVI11
e, baseia-se em alguns principios ndo convencionais, tais
como: ultradiluicbes homeopéticas, doses minimas,
principio da similitude, experimentaces em individuos
sadios e medicamento (nico’.

No Brasil, os primérdios da Homeopatia remontam a
meados de 1840, sendo inicialmente utilizada por escra-
VoS e pelas classes menos favorecidas, em virtude de seu
baixo custo, associados a eficacia e seguranca. Foi re-
conhecida como especiaidade médica pelo Conselho
Federal de Medicina em 1980, com reconhecimento rea-
firmado em 2002, por meio da Resolugdo CFM n°
1634/2002°.

Segundo Dr. Hahnemann, o principio da similitude é
0 mais importante e definidor conceito da homeopatia, e
baseia-se no “Similia similibus curantur” (semelhante
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cura semelhante), o qual foi enunciado por Hipocrates no
século IV aCh

A ciéncia homeopética busca estimular a cura ou
melhora de determinada doenca ou disfun¢do organica
através de preparados de principios ativos em doses bai-
xas, empregando técnicas precisas de dilui¢do e sucussao,
gue resultam em medi camentos dinamizados, ou sgja, nas
ultradiluicBes homeopéticas’.

Na ciéncia moderna, cada vez mais a procura por
novas terapias, além dos tratamentos alopaticos conven-
cionais vem sendo avaliadas, entre elas, a homeopatia.
Essa terapia visa minimizar a toxicidade, reduzir custos e
propiciar 0 uso de principios ativos e matérias-primas
abundantes e/ou de fécil acesso. Assim, varios estudos
vém sendo realizados com preparados homeopaéticos em
vérias areas da ciéncia na busca de novas descobertas e
avancos cientificos*®.

Thuya occidentalis € uma planta utilizada na home-
opatia e, apresenta efeitos promissores contra certos tipos
de tumores’, principalmente sobre papilomas e condilo-
mas®. Segundo Sunila et al. 2009°, medicamentos dina-
mizados podem agir como indutores de apoptose e/ou
apresentar citotoxicidade para células tumorais. Estudos
recentes com o medicamento homeopético Carcinosinum
30CH e 200C, sugerem esta acdo, pois 0 mesmo induziu
genes pré-apoptoticos em cultura de células tumorais in
vitro®.

O processo de morte celular programada ou apoptose
vem sendo muito estudado devido ao seu importante
papel na regulacdo e manutencdo dos organismos multi-
celulares™®.

Aspergillus € um grupo de fungos filamentosos que
abrangem mais de 200 milhdes de anos de evolugdo. Os
fungos filamentosos revelam-se Uteis como modelo eu-
carionte para o estudo da apoptose, pois as relactes fi-
logenéticas mostram similaridade de mamiferos com as
proteinas apoptéticas de Aspergillus™.

Aspergillus (=Emericella) nidulans é um fungo fila-
mentoso, com taxa de crescimento rapida, sendo consi-
derado modelo para estudos de genética do desenvolvi-
mento, portanto, um excelente sistema para o estudo da
diferenciacgo celular'?. Sua utilizacdo éindicadadevido a
haploidia, morfogénese bem definida e ciclo de vida
curto, compreendendo 3 fases: o ciclo vegetativo, que
inicia com a germinacgdo do esporo (conidio ou ascospo-
ro) e continua por toda vida da colbnia, no crescimento e
ramificagdo das hifas; o ciclo assexual ou conidiogénese,
inicia-se nas hifas que diferenciam-se em conidiéforos, e
pelo processo de mitose originam os conidios e, o ciclo
sexual ou ascosporogénese, fase em que formam-se os
esporos a partir do processo de meiose, ditos ascosporos.
Apesar da influéncia de fatores ambientais, estas fases
S80 expressas por grupos de genes que estabelecem re-
lagdo entre as diferentes cascatas regulatorias de cada
fase™. Esse 0 motivo que nos leva a utilizar este modelo
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na avaliac8o da ac8o de substancias inibidoras ou prote-
toras sobre os mecanismos de controle da expressdo gé-
nica e preservacdo da homeostase.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar o
efeito do medicamento dinamizado Thuya occidentalis
30CH (Centesima Hahnemanniana) sob a germinacéo e
desenvolvimento vegetativo do ascomiceto de A. nidu-
lans, e sua relagdo com a inducéo de apoptose em con-
digdes normais e, em presenca de danos genéticos cau-
sados pela exposi¢éo aluz ultravioleta.

2. MATERIAL E METODOS
Linhagem

Foi utilizada a linhagem biAlmethG1 de Aspergillus
nidulans, proveniente da Universidade de Glasgow (Es-
cocia), que apresenta desenvolvimento normal, esporos
verdes e deficiéncia nutricional para biotina (vitamina) e
metionina (aminoécido).

Analise de germinacdo de conidios em resposta
a temperatura, estabilizador osmético e fatores
nutricionais

Para a andlise da temperatura, foram feitos ensaios a
28°C e 37°C. Para a avaliagdo do efeito do estabilizador
osmético foram utilizados meios com 0,5 M de NaCl.
Para se estimar a influéncia dos fatores nutricionais, foi
utilizado, 0 meio completo e 0 meio minimo, suplemen-
tado com os nutrientes especificos para cada linhagem.

Para a andlise de germinagdo, conidios das linhagens
em estudo foram coletados de colénias com 5 dias de
crescimento em meio completo, a 37° C e transferidos
para 0,01% de Tween 80. As suspensdes de conidios
foram filtradas em |& de vidro e inoculadas nos diferentes
meios liquidos. Em seguida, 100 uL foram transferidos
para |&minas de microscopia em camara Umida e incu-
bados nas duas temperaturas por um periodo de 8 horas.
A cada 2 horas, as duas laminas (repeticdes) de cada
condic¢ao foram analisadas ao microscépio optico.

Em cada leitura foram analisados 200 conidios e
calculadas as porcentagens de conidios em cada uma das
fases de germinagdo (conidio dormente, embebido, com
bot&o germinativo e com tubo germinativo).

Na Ultima leitura, foi feita uma estimativa de sobre-
vivéncia, considerando-se vivos apenas 0s conidios com
tubo germinativo e observacdo de tipo e frequéncia de
aberracdes no desenvolvimento dos tubos germinativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, o medicamento Thuya occi-
dentalis foi preparado segundo a Farmacopeia Homeo-
pética Brasileira, 3% edicdo, napoténcia 30CH, ou sgja, na
triggsma dinamizacdo Centesmal Hahnemanniana,
considerada uma ultradiluicgo.

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/bjscr




Handaet al. / Braz. J. Surg. Clin. Res.

A ultradiluicdio (UHD) é obtida a partir da dilui¢go de
uma solucgdo acima do nimero de Avogadro, alcancada
através da técnica de dinamizagdo (diluicdo com sucus-
s80). O medicamento homeopético obtido através da
ultradiluicdo induz um efeito celular supressor e estimu-
lador que age sobre sistemas organi cos; apresenta curvas
dose-efeito oscilatérias, mas eficiente o bastante, para a
manutencdo da homeostasia celular®,

Segundo Morais™, o efeito biolgico observado com
as ultradiluicbes advém de uma reagdo secundaria do
organismo a substancia farmacoldgica utilizada, decor-
rente de uma alteragéo da molécula de &gua, num esforgo
finalistico de manutencéo da homeostase.

Os resultados da andlise de germinagcdo estdo apre-
sentados nastabelas 1 e 2.

Tabela 1. Porcentagem de conidios da linhagem biAlmethG1 em cada
fase de germinacdo em 3, 4, 6, 8 horas; (C) grupo controle; (T) grupo
tratado com Thuya occidentalis 30CH.

3horas 4 horas 6 horas 8 horas

© (M © (M) © M © (W)
DORMENTE 509 486 | 227 82 17 0 0 0
EMBEBIDO 491 491 | 336 255 | 66 25 05 2
BOTAO 0 0 346 226 | 116 54 05 15
SCE)RM INA- 0 0 9 438 | 709 809 | 947 90
MALFOR-
MADO 0 0 0 0 96 1,2 | 44 6,5

Como se pode observar natabela 1, ap6s 2 horas, quan-
do ocorre o inicio da ativacdo metabdlica, ndo houve
ativacdo ou inibicdo da germinacdo em resposta ao tra-
tamento.

No periodo seguinte, 3 horas, nenhum aumento na
ativacdo metabolica foi constatado. No entanto, houve
ativacdo do metabolismo e do ciclo ce-
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De acordo com a literatura, T. occidentalis foi avali-
ada em experimentos in vitro e in vivo, e revelou signi-
ficativo potencial imunofarmacolgico®®. Naser et al.*°,
em seu trabalho de revisdo, sugerem que os ativos fito-
quimicos presentes em extratos de T. occidentalis apre-
sentaram acdo estimulante em citocinas e, modulam a
producdo de anticorpos, além de atuarem na ativacdo de
macr6fagos e outras células imunocompetentes.

A observacdo das caracteristicas de cada fase de
germinagdo de A. nidulans permite-nos inferir se o tra-
tamento da amostra com o medicamento Thuya occi-
dentalis CH30, quando comparado ao controle, revela ou
ndo interferéncia nas fases de ativagdo metabdlica e sin-
tese proteica (dormente-embebido) e no ciclo celular
(embebido-bot&o).

Na Tabela 2 observa-se que, nas amostras de A. ni-
dullas tratadas com Thuya occidentalis 30CH submetido
aradiacdo com luz UV, houve diminui¢do do nimero de
mal formados e significativo aumento de conidios mor-
tos, comparados ao grupo controle, indicando, portanto,
apoptose.

De acordo com Hiwasa et al.™’, a radiagdo UV causa
danos ao DNA e induz a apoptose. No trabalho, foi pos-
sivel observar que na andlise entre o controle irradiada
com UV, e a amostra irradiada com UV e, tratada com
Thuya occidentalis 30CH, o medicamento dinamizado
intensificou a fase de ativacao metabdlica.

Tabela 2. Porcentagem de conidios da linhagem biAlmethG1 em cada
fase de germinag8o em 2, 4, 6, 8 horas; (C) grupo controle sem expo-
sicéo aradiaco ultravioleta; (T) grupo tratado com Thuya occidentalis
30 CH exposto a radiagdo ultravioleta; (UV) grupo irradiado com
radiacdo ultravioleta.

lular com 4 horas de germinagéo, ocor- ©

rendo uma sensivel ativagdio em respos-

2horas 4 horas 6 horas 8 horas
Lv) M Q v M1 ©O© ©uv M| © o M
DORMENTE 30,2 61 591 us 363 353 5 14,6 9,8 29 86 88

2

ta a0 medicamento quando comparado ~Ewsesibo 697

39 409 60 62,7 60,6 5 50,2 436 49 20,7 18,1

0 0 16,5 09 4,1 4 18 157 09 9 125

com o controle. gg;Q?NA 0
A ativagdo metabdlica tardiafoi sig- _po 0 0 o mo o o 8 171 39| 6 599 583
nificativa. Podemos observar, atravésdo  yans o o ofl o o o] & o o|23 2 23

MADO

ensaio, a ativagdo do crescimento pola-

rizado, em que ocorre a primeira mitose, que resultou em
um grande nimero de germinados, 43% da Thuya occi-
dentalis 30CH contra 9% do controle.

ApOs 6 horas, 0 grupo controle apresentou 0,5% de
mortos e 9,5% de germinados, contra 0 2% e 98% res-
pectivamente no grupo tratado com Thuya occidentalis
30CH.

Com 8 horas, quando administrado sozinho, o medi-
camento homeopético Thuya occidentalis 30CH apre-
sentou maior nimero de mal formados que o controle, 0
gue indica provéavel reparo, com apoptose, 0 seja, 0 grupo
tratado apresenta sinais pro-apoptéticos significativos.

O reparo de DNA esta ligado com a regulacéo,
transcricéo e replicagdo do ciclo celular®®, e é um meca-
nismo importante da célula reparar seus danos e/ou per-
das.
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Com o uso de radiacdo ultravioleta (UV), houve o au-
mento da porcentagem de conidios mortos (dormentes +
embebidos com 8 horas) (Figura 1), e a diminuicdo de
mal formados, o que sugere que ocorreu apoptose.

O processo de morte celular programada ou apoptose
€ de extrema importancia na homeostase tecidual e como
meio de remocéo de células com genomas instaveis'.
Suas principais caracteristicas morfolégicas sdo: frag-
mentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e forma-
c&o de corpos apoptéticos ™.

A apoptose pode ser desencadeada por diferentes fa-
tores como ligagBes de moléculas e receptores de mem-
brana, radiacdo, danos no DNA, agentes quimioterapicos,
choque térmico, fatores de crescimento alterados, quan-
tidade de nutrientes baixa, outros'®.

O processo apoptético é desencadeado por comple-
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xas vias de sinalizacdo, conhecidas como viaintrinseca e
via extrinseca, envolvendo a expressdo de genes deter-
minantes na sintese de proteinas pré-apoptoticas e an-
ti-apoptoticas'>%.

Assim, o medicamento homeopatico Thuya occiden-
talis 30CH revela sinais pré-apoptético.

o
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Figura 1. Gréfico comparativo para os valores em % de conidios da
linhagem biA1lmethG1 em cada fase de germinacdo em 2, 4, 6, 8 horas,
(C) grupo controle sem exposi¢do a radiagdo ultravioleta; (T) grupo
tratado com Thuya occidentalis 30CH exposto a radiag&o ultravioleta;
(UV) grupo irradiado com radiagdo ultravioleta.

4. CONCLUSAO

Em condi¢Bes normais, o medicamento homeopético
Thuya occidentalis 30CH provocou aumento na atividade
da ativacdo metabdlica, ativacdo de ciclo celular e ati-
vacdo do crescimento polarizado durante a germinagéo de
Aspergillus nidulans.

Nas amostras do fungo irradiadas com luz ultravio-
leta, o tratamento com Thuya occidentalis CH30 pro-
moveu a apoptose. Evidenciase assim efeito
pré-homeostase que fundamenta o uso dessa preparacdo
como coadj uvante no tratamento de tumores.
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