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Medicamentos altamente diluídos promovem regulação imunológica e efeito 

protetor na fisiopatologia de camundongos infectados por Trypanosoma cruzi. 

 

RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes medicamentos diluídos acima da 

constante de Avogadro, em camundongos infectados por Trypanosoma cruzi, no Laboratório 

de Doença de Chagas da Universidade Estadual de Maringá, Paraná. Em ensaio cego, 

controlado e randomizado, foram utilizados 84 camundongos suíços machos, com 8 semanas 

de idade, infectados IP (1400 tripomastigotas cepa Y-T.cruzi) distribuídos em 8 grupos: 

GCaus – Grupo tratado com Kalium causticum 13c (n=10), GCon – Grupo tratado com 

Conium maculatum 13c (n=11), GLy – Grupo tratado com Lycopodium clavatum 13c (n=10), 

GCIC – Grupo tratado com veículo de preparação dos medicamentos constitucionais (solução 

hidroalcoólica 7%) (n=11), GLB – tratado com L. clavatum e organoterápico de baço 13c 

(n=10), GLC – tratado com L. clavatum e organoterápico de coração 13c (n=10), GLBC – 

tratado com L. clavatum, organoterápicos de baço e coração  13c (n=11) e GCICO tratado 

com veículo de preparação (solução hidroalcoólica 7%) dos medicamentos constitucionais e 

organoterápicos (n=11). Os medicamentos foram preparados segundo a Farmacopéia 

Homeopática Brasileira. O tratamento com o L. clavatum foi realizado 48 horas antes e após a 

infecção. Após 96 e 144 horas da inoculação o L. clavatum foi oferecido associado ou não a 

organoterápicos, de acordo com os grupos pré-selecionados. Os medicamentos e seu veículo 

foram dinamizados e oferecidos diluídos em água (1mL/100mL) ad libitum, em bebedouro 

âmbar,over night. Parâmetros imunológicos (citocinas), número de megacariócitos, células de 

Kupffer e índice de apoptose, parâmetros clínicos e sobrevida foram avaliados em GCIC, 

GCaus, GCon, GLy. Parâmetros parasitológicos, clínicos e sobrevida foram avaliados em 

GCICO, GLB, GLC, GLBC. O grupo GLy em relação ao GCIC apresentou predominância de 

resposta Th1 com aumento de TNF-α e diminuição de IL-6, apresentando maior sobrevida, 

menor morbidade com maior consumo de água, temperatura corpórea, quantidade de 

megacariócitos, células de Kupffer, hepatócitos e esplenócitos em apoptose com maior 

número de corpos apoptóticos no fígado. O grupo GCon apresentou aumento de resposta Th2 

com aumento de IL-4, agravamento da infecção com mortalidade precoce dos animais. O 

grupo GLBC apresentou pico de parasitos significativamente menores, e maior período pré-

patente em relação ao GCICO (p<0,05), o que indicou efeito protetor. O GLBC e GLB 

tiveram maior temperatura e peso corporal em relação ao GCI ao longo da infecção (p<0,05). 



 

 

No entanto o aumento do consumo de ração foi significativamente maior somente no GLBC 

em relação ao GCI no fim do período patente (p<0,05). Os resultados demonstram que os 

medicamentos altamente diluídos são capazes de alterar o curso da infecção murina por T. 

cruzi, promovendo efeito protetor por meio de alterações de respostas imunológicas e 

fisiopatológicas em benefício ao hospedeiro, abrindo caminho para uma alternativa de 

tratamento da doença de Chagas. 

 

Palavras-chave: apoptose, citocinas, Conium maculatum, Kalium causticum, Lycopodium 

clavatum, Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Highly diluted drugs promote immune regulation and protective effect in mice 

infected by Trypanosoma cruzi. 

 

RESUMO 

The aim of this study was to evaluate the effects of different medications diluted above the 

Avogadro constant in mice infected with Trypanosoma cruzi in the Laboratory of Chagas 

Disease of the Universidade Estadual de Maringá, Paraná. In a blind, controlled and 

randomized assay, 84 Swiss male mice, 8 weeks old, IP infected, (1400 trypomastigotes of Y 

strain-T.cruzi) were allocated into 8 groups: GCaus - Group treated with Kalium causticum 

13c (n=10), GCon - Group treated with Conium maculatum 13c (n=11), GLy - Group treated 

with Lycopodium clavatum 13c (n=10), GCIC – Group treated with vehicle for preparation of 

constitutional medications (7% hydroalcoholic solution)  (n=11), GLB - treated with L. 

clavatum and organotherapic of spleen 13c (n=10), GLC - treated with L. clavatum and 

organotherapic of heart 13c (n=10), GLBC - treated with L. clavatum, organotherapic of 

spleen and heart 13c (n=11) and GCICO - treated with vehicle for preparation (7% 

hydroalcoholic solution) of constitutional and organotherapic medications (n=11).The 

medications were prepared according to the Farmacopéia Homeopática Brasileira. Treatment 

with L. clavatum was performed 48 hours before and after infection. 96 and 144 hours after 

inoculation, L. clavatum was offered associated or not associated with organotherapics, 

according to the pre-selected groups.The medications and their vehicle were sucussioned and 

offered diluted in water (1mL/100mL) ad libitum, in amber drinking bottle for 16 hours. 

Parasitological, clinical parameters and survival were evaluated in GCICO, GLB, GLC, 

GLBC. Immunological parameters of cytokines, megakaryocytes, Kupffer cells, apoptosis, 

clinical parameters and survival were evaluated in GCIC, GCaus, GCon, GLy. The GLy 

group, compared with GCIC, had predominance of Th1 response with TNF-α increase and 

IL6 decrease, presenting higher survival, less morbidity with higher water consumption, body 

temperature, higher number of megakaryocytes, Kupffer cells, hepatocytes and splenocytes in 

apoptosis with a greater number of apoptotic bodies in the liver. The GCon group had 

increased Th2 response with IL-4 increase, worsening of infection with early mortality of the 

animals. The GLBC group had a significantly lower peak of parasites and the highest pre-

patent period compared with GCICO (p<0.05). GLBC and GLB had higher temperature and 

body weight compared with GCI throughout the infection (p<0.05). However, the increased 

feed intake was significantly higher only in GLBC compared with GCI at the end of patent 

period (p<0.05). There was no significant difference in survival of groups GLB, GLC, GLBC 

compared with GCICO. The results demonstrate that the highly diluted medications are 

capable of altering the course of murine infection with T. cruzi, promoting a protective effect 

through alterations of immunological and pathophysiological responses, promoting benefits to 

the host, opening the way for an alternative approach for the treatment of Chagas disease. 

 

Keywords: apoptosis, cytokines, Conium maculatum, Kalium causticum, Lycopodium 

clavatum, T. cruzi. 
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 CAPÍTULO I 

 

DOENÇA DE CHAGAS 

A doença de Chagas (DC) é uma zoonose que ocorre principalmente na 

América Latina, sendo endêmica em 21 países (WHO, 2016). Através da crescente 

migração de latino-americanos que não sabem que estão infectados, ocorreu aumento do 

número de pacientes, em países desenvolvidos não endêmicos (DNDi, 2016a,b; WHO, 

2016).  

A grande escala de migração rural-urbana e imigração de pessoas infectadas 

com Trypanosoma cruzi para países não endêmicos resultam em crescente disseminação 

e globalização da DC (CDC, 2015; DNDi, 2016a,b). Antes detectada apenas na América 

Latina, estima-se hoje que existam 5,7 milhões de pessoas infectadas em todo mundo, e 

25 milhões estão em risco de contraí-la (DNDi, 2016a,b).  

De acordo com o Ministério da Saúde (BRASIL, 2015) no período de 2000 a 

2013 foram notificados 1.570 casos agudos da DC no Brasil. Os estados brasileiros com 

maior número de casos registrados foram o Pará, com 1.173 casos (74,7%), Amapá com 

146 casos (9,3%), o Amazonas com 78 casos (5%). No período de 2013 a 2015, foram 

registrados 33 óbitos por DC aguda no Brasil. Aproximadamente 7.000 casos de óbitos 

mundiais por ano ainda são contabilizados (WHO, 2016). 

O T. cruzi é encontrado em animais vertebrados (mamíferos) e invertebrados 

(triatomíneos) podendo apresentar-se sob as formas amastigotas, epimastigotas, 

tripomastigotas e, raramente, promastigotas em seus ciclos de vida (HOARE, 1972). 

As manifestações clínicas são a expressão da grande variedade de 

comprometimento orgânico que pode ser observado na doença de Chagas. Uma das 

formas de apresentação clínica da DC é a fase aguda com duração média de dois meses. 

Em 95% dos casos é assintomática ou inaparente, podendo desenvolver febre, mialgia, 

linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, anorexia e vômito. É representada por infecção 

generalizada do T. cruzi com abundante parasitemia e formas amastigotas presentes em 

quase todos os órgãos, com presença de infiltrado inflamatório, principalmente no 

miocárdio (RASSI et al., 2010). Pode ser fatal devido à miocardite grave, entretanto são 

raros os casos onde isto acontece. 

As manifestações crônicas ocorrem em aproximadamente 30 a 40% dos casos, 

podendo ter curso como forma indeterminada, cardíaca, digestiva ou cardio-digestiva, 
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após 10 a 30 anos da infecção inicial (RASSI Jr et al., 2012). As lesões cardíacas 

ocorrem em 20 a 30 % dos indivíduos (RASSI et al., 2010), podendo levar à 

insuficiência cardíaca progressiva, aneurismas apicais, tromboembolismo e morte súbita 

em dois terços dos infectados. A morte por insuficiência cardíaca refratária pode ocorrer 

em 25 a 30% e tromboembolismo em 10 a 15% dos casos (RASSI Jr. et al., 2001; 

COURA, PEREIRA, 2012). Já as manifestações digestivas são caracterizadas por 

disfunções gastrointestinais, através do desenvolvimento de megaesôfago, megacolon 

ou ambos, afetando de 10 a 15% dos pacientes infectados (RASSI et al., 2010), 

iniciando por incoordenação motora (disperistalse) devido ao comprometimento do 

sistema nervoso autônomo (plexos mioentéricos), afetando diferentes partes do tubo 

digestivo com repercussão no esôfago e cólon (MAIFRINO et al., 2005).  

Nos neonatos infectados a forma assintomática é a mais frequente, seguido pela 

hepatoesplenomegalia. No entanto, alguns recém-nascidos podem apresentar 

calcificações cerebrais em 30% dos casos, hipotonia muscular, anemia, icterícia, 

hiperbilirrubinemia, febre, insuficiência cardíaca, microcefalia, meningoencefalite, 

crises convulsivas e morte (PEHRSON et al., 1982; MOYA, MORETTI, 1997; 

SALEME et al, 1971).  

Pacientes transplantados, portadores do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), podem sofrer reativação da DC, provocando aumento de tripomastigotas 

sanguíneos com novas manifestações clínicas (LAMBERT et al., 2006; RASSI et al., 

2012). 

A doença de Chagas não possui tratamento eficaz, tendo o benznidazol como 

único medicamento disponível no Brasil, não aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA), porém aprovado pela ANVISA (BERN, 2015; BRASIL, 2013) 

para fins terapêuticos. Um estudo multicêntrico (BENEFIT) demonstrou a ausência de 

benefício clínico deste medicamento, tornando a situação epidemiológica desafiadora 

nos procedimentos de vigilância, controle, diagnóstico e tratamento da doença de 

Chagas (MORILLO et al., 2015). No entanto, o Consenso Brasileiro em doença de 

Chagas recomenda o tratamento com o BZ para pacientes diagnosticados na fase aguda 

(acidentes laboratoriais, imunossuprimidos, sujeitos a reativação da infecção, infecção 

congênita) e crônica recente para prevenir complicações da doença (DIAS et al., 2016). 

Assim existe a necessidade de mais estudos em modalidades de tratamentos que sejam 
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mais eficazes e que garantam uma melhor qualidade de vida aos pacientes (RASSI et 

al., 2012; SOUZA et al., 2012). 

 

IMUNOFISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE CHAGAS 

A resposta imunofisiopatológica contra o Trypanosoma cruzi é complexa e 

envolve ampla variedade de populações celulares (BASSO 2013). A fase aguda 

caracteriza-se por uma produção exacerbada de citocinas inflamatórias (CUNHA-NETO 

et al., 2009). Os mecanismos patogênicos desencadeadores da infecção por T. cruzi 

estão ligados a múltiplos mecanismos humorais e celulares da resposta imune inata e 

adquirida do hospedeiro e também do próprio parasito que mantêm lesões inflamatórias, 

consequência deste protozoário evadir do meio intracelular (amastigotas) para o 

extracelular (tripomastigotas). Com isso, o parasito passa a ser continuamente 

combatido e tem a sua multiplicação reduzida nos tecidos do hospedeiro (TELLERIA, 

TIBAYRENC, 2010). No entanto, ele pode persistir indefinidamente, assim como a 

resposta imune. Lesões teciduais resultantes dessa atividade imunológica prolongada 

acumulam-se e, eventualmente, levam às alterações funcionais musculares e nervosas 

características da doença de Chagas (LO PRESTI et al., 2014). Células e mecanismos 

efetores do sistema imune são responsáveis tanto pelo controle da multiplicação do 

parasito nos tecidos como pelas lesões locais resultantes da atividade antiparasitária 

(BRENER et al., 2000). 

A autoimunidade tem sido proposta na patogênese das lesões por T. cruzi 

(SADIGURSKY et al., 1982). Durante a fase aguda da infecção por T. cruzi ocorre 

inibição de IL-2 (HAREL-BELLAN et al., 1983). A up-regulation de IL-4 produz 

efeitos citotóxicos inespecíficos exacerbados, liberados preferencialmente por células 

Th2 (MALE et al., 2007; MENTINK-KANE et al., 2011).  

As células Th17 foram identificadas em camundongos deficientes da 

subunidade p40 da IL-13 (CUA et al., 2003). Inicialmente as propriedades pró-

inflamatórias da IL-17 foram demonstradas, sendo associada aos processos patológicos 

de algumas doenças inflamatórias crônicas e auto-imunes (RUTITZKY; STAKECKER, 

2006). Logo após surgiram estudos relacionando esta citocina ao bom prognóstico de 

doenças infecciosas (MIYAZAKI et al., 2010). Recentemente, Noster e col. (2015), 

mostraram que além de ação pró-inflamatória as células Th17 também desempenham 

papel anti-inflamatório. Embora estas células tenham surgido como uma população de 
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células essenciais que são capazes de regular o sistema imunológico e prevenir o 

desenvolvimento de algumas doenças, pouco se sabe a respeito do envolvimento das 

células Th17 em infecções por Trypanosoma cruzi, e os poucos estudos ainda são 

controversos, dificultando a elucidação completa de mecanismos envolvidos com a 

resposta Th17.  

A infecção por protozoários desencadeia a up-regulation de IL-6 e em 

condições inflamatórias ocorre o seu aumento drástico (ZYGNER et al., 2015; 

DITTRICH et al., 2015). Em um estudo realizado por Truyens e colaboradores (1994), 

foi demonstrado que injeções de anticorpo anti IL-6 em camundongos infectados por T. 

cruzi, retardam a mortalidade dos animais, mudando o curso da infecção.  

Na infecção aguda são detectados altos níveis de TNF-α e IFN-γ, resultantes de 

resposta Th1, provocam caquexia e mortalidade precoce (TRUYENS et al., 1999). 

Durante a multiplicação parasitária, o IFN-γ exerce ação antiparasitária juntamente com 

o TNF-α, aumentando a captação de L-arginina com o aumento da enzima óxido nítrico 

sintetase (iNOS) para sintetizar óxido nítrico (NO) e ativação dos macrófagos, via NF-

κB e STAT1 para execução de efeito letal anti-parasitário (DAS et al., 2010; 

GANSTER et al., 2001). Assim, o NO se torna essencial no umento parasitário, período 

no qual as células NK são conhecidas por controlar a infecção, sendo dispensáveis após 

este período, quando os níveis parasitêmicos são controlados por células CD8+ (PANIS 

et al., 2011). 

Na resposta imune inata, o T. cruzi induz a ativação de células NK, que tem 

relação com a destruição de células-alvo e com a produção de citocinas, como IFN-γ e 

TNF-α (CARDILLO et al., 1996) envolvidas na sensibilização de outras respostas 

imunes. A infecção dos macrófagos por T. cruzi pode induzir a secreção de IL-12 por 

essas células, a qual induz a produção de IFN-γ e TNF-α pelas células NK resultando no 

controle da parasitemia e da mortalidade, porém em excesso induzem a lesões graves 

que podem levar os animais à morte (DOS REIS, 2011; TELLERIA, TIBAYRENC, 

210).  

A modulação de resposta Th1 é um dos mecanismos envolvidos na fagocitose 

de amastigotas intracelulares (MIYAZAKI et al., 2010). A presença de parasitos nos 

tecidos desencadeia a secreção de citocinas inflamatórias como resposta ao protozoário 

e também para a quebra dos mecanismos de tolerância imunológica (DOS REIS, 2011). 

A expressão de resposta Th2, com elevada concentração de IL-10 e IL-4 tem sido 
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correlacionada com o processo patofisiológico da doença, de tal modo que a sua 

inibição resulta em efeito protetor (CENCI et al., 1998). A IL-10 tem mostrado inibir a 

síntese do INFγ pelas células NK induzidas pelo parasito, na qual exerce papel 

fundamental no controle da produção de citocinas pró-inflamatórias (MALE et al., 

2007; MENTINK-KANE et al., 2011). O aumento de IL-17 provoca reações 

inflamatórias em camundongos infectados por protozoários (Guedes et al., 2010). 

O envolvimento de células hematopoiéticas na fisiopatologia e na eliminação 

do T. cruzi é dependente de ações combinadas de vários tipos celulares, incluindo 

macrófagos, linfócitos TCD4+, TCD8+ e hiperprodução de anticorpos pelas células B 

(BRENER, GAZZINELLI 1997; KAYAMA, TAKEDA, 2010; DOS REIS, 2011; 

GONÇALVES et al., 2013). No entanto, o envolvimento de megacariócitos nesta 

infecção ainda é desconhecido, podendo haver uma tendência em aumento, assim como 

observado por Al-Sohaibani (1996) em biópsias de medula óssea de pacientes 

infectados por Leishmania donovani. 

A cepa Y de T. cruzi, apresenta tropismo para as células do sistema 

mononuclear fagocitário através do parasitismo de macrófagos do baço e fígado, 

caracterizado por inflamação severa destes órgãos (TIBAYRENC; TELLERIA, 2010). 

Tribulatti et al., (2005) demonstraram em camundongos infectados por T. cruzi, que o 

baço não é o órgão principal na remoção de plaquetas alteradas, indicando participação 

de outros fagócitos neste processo, assim como os macrófagos residentes no fígado, 

conhecidos como células de Kupffer. Desta forma, pesquisas envolvendo a participação 

destas classes celulares na infecção por T. cruzi são necessárias para elucidação da 

relação parasito versus hospedeiro. 

 

APOPTOSE 

Atualmente sabe-se que a apoptose está presente em todos os estágios de vida 

dos organismos multicelulares, incluindo desenvolvimento, crescimento e homeostase 

durante a maioridade e envelhecimento, sendo objeto de muitos estudos (HUPPERTZ et 

al., 1999; NIKITAKIS et al., 2004; THUSHARA et al., 2015). 

A morte celular pode ser programada (apoptose, morte celular autofágica, 

piroptose) ou passiva (necrose). A apoptose é a mediada por diversos mecanismos, assim 

como o envolvimento de enzimas apoptóticas da família das proteases cisteinais 

aspartato-específicas (COUILLIN et al, 2011). 
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As características morfológicas da apoptose incluem a retração tanto do 

citoplasma quanto do núcleo, e a geração de fragmentos celulares chamados corpos 

apoptóticos, que fagocitados por células intactas, posteriormente são destruídas. Neste 

tipo de morte celular, ocorre pouca disfunção tecidual, marcada pela ausência de 

inflamação (BERGSBAKEN et al., 2009). 

A apoptose pode ocorrer tanto em processos fisiológicos quanto patológicos 

para conservar elementos celulares essenciais, tendo como reguladores positivos os 

fatores de crescimento e os proto-oncogenes, capazes de estimular a progressão do ciclo 

celular e como reguladores negativos os supressores tumorais que agem de modo 

contrário inibindo os reguladores positivos (PAROLIN; REASON, 2001; POON et al., 

2010). 

Na infecção por T. cruzi, pode ocorrer inibição ou ativação de apoptose em 

células hospedeiras (HEUSSLER et al., 2001; DOS REIS, 2011). Através de estudos in 

vivo e in vitro foram demonstrados que parasitos intracelulares, bem como células 

hospedeiras, sofrem apoptose durante a invasão por T. cruzi (DE SOUZA et al., 2008, 

ZHANG et al., 1999; TOSTES et al., 2005) e fagócitos infectados apresentam níveis 

mais elevados de apoptose em comparação com células não fagocitadas (DE SOUZA et 

al., 2008, DE SOUZA et al., 2008). 

 

INFECÇÃO EXPERIMENTAL: MODELO MURINO 

Existem várias cepas descritas na literatura e que são utilizadas em estudos 

experimentais. A cepa Y é uma das mais estudadas, foi isolada de caso agudo humano e 

caracterizada por Pereira da Silva & Nussenzweig em 1953 (SILVA, NUSSENZWEIG, 

1953). Na infecção murina esta cepa apresenta período pré-patente de 3-5 dias 

(BORGES et al., 1983; PINTO et al., 1986; DE SOUZA et al., 2008). A curva de 

parasitemia observada em camundongos é característica, com pico máximo de parasitos 

entre o 7º-12º dias após a infecção (PINTO et al., 1999). 

A infecção experimental de forma semelhante à patologia apresentada pelo 

homem permite avaliar mecanismos biológicos, fisiológicos, bioquímicos, 

imunológicos, comportamentais e clínicos. Por este motivo, o estudo experimental tem 

sido amplamente utilizado nos mais diversos modelos animais, objetivando estudar as 

mais diversas doenças, incluindo a infecção por T. cruzi com a finalidade curativa, 

testando novas terapêuticas na busca de uma melhor abordagem de indivíduos 



22 

 

infectados pelo T. cruzi, tentando melhorar a qualidade de vida dos pacientes (COURA, 

PEREIRA 2012). 

O modelo animal ideal para infecção experimental deve atender à capacidade 

de sobrevivência após a fase aguda, demonstrando condições similares à infecção 

humana. Devem ser consideradas a quantidade de tripomastigotas inoculadas, a via de 

inoculação e o tipo de cepa já que estes parâmetros influenciam na patologia da doença, 

revelando peculiaridades de tropismo tecidual, grau de infecciosidade, curva de 

parasitemia, mortalidade entre outras características (PINTO et al., 1986; DA MATA et 

al., 2000; ANDRADE, 1974). 

O camundongo é o animal mais utilizado na pesquisa da doença de Chagas, 

podendo ser definido por linhagem e cepa, o qual poderá ser infectado pelas diferentes 

vias de inoculação (intradérmica, intraperitoneal, intraconjuntival ou oral) (ANDRADE 

et al., 2002; COURA, PEREIRA, 2012). 

 

HOMEOPATIA: MEDICINA INTEGRATIVA E COMPLEMENTAR 

A medicina complementar/alternativa é difundida pelo mundo e a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) vem estimulando o uso destes métodos. No Brasil, o 

Ministério da Saúde aprovou a “Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares no Sistema Único de Saúde (PNPIC-SUS)”, com o intuito de 

incentivar e apoiar projetos de assistência, ensino e pesquisas nas diversas esferas do 

SUS, juntamente com outras práticas não convencionais (BRASIL, 2006). 

A utilização dos medicamentos altamente diluídos está prevista e incluída nas 

PNPIC-SUS (BRASIL, 2006) e recentemente incentivada pela Portaria 187/2015, que 

cria o Serviço de Farmácia Clínica na rede pública do Distrito Federal, representando 

importante reconhecimento da homeopatia/medicamentos altamente diluídos no SUS. 

Os medicamentos altamente diluídos podem ser derivados de plantas, animais 

ou minerais. O medicamento homeopático Lycopodium clavatum é derivado de uma 

planta rasteira da família Lycopodiaceae e as partes utilizadas são provenientes dos 

esporos secos que por trituração, rompem-se as cápsulas dos esporos convertendo-se em 

massa untuosa de coloração amarela clara, brilhante (BRASIL, 2011). O Kalium 

causticum é medicamento homeopático mineral preparado a partir da cal, da porcelana e 

do bissulfeto, os quais são submetidos a tratamentos físicos seguidos por destilação, 

produzindo uma solução que contém essencialmente o amoníaco (ou solução aquosa do 



23 

 

gás NH3) com base cáustica derivado de um mineral (ALLEN, 1982). O medicamento 

homeopático Conium maculatum é derivado de uma planta herbácea da família 

Umbelífera e as partes utilizadas são provenientes principalmente dos frutos, porém em 

toda a planta são encontrados alcalóides (ALLEN, 1982). 

Os medicamentos altamente diluídos podem ser preparados de diferentes 

formas. Medicamentos constitucionais são os homeopáticos propriamente. Bioterápicos 

são preparações medicamentosas obtidas a partir de produtos biológicos, quimicamente 

indefinidos: secreções, excreções, tecidos, órgãos, produtos de origem microbiana e 

alérgenos. Essas preparações podem ser de origem patológica (nosódios) ou não 

patológicos (sarcódios), elaboradaras conforme a farmacotécnica homeopática 

(BRASIL, 2011). Os organoterápicos são medicamentos altamente diluídos, obtidos de 

órgãos ou glândulas endócrinas de animais saudáveis,  baseado no princípio da 

"Identidade Biológica" onde uma função prejudicada é reestabelecida com a 

administração do seu homólogo sadio (ROZENCWAJ, 2010; FONTES, 2014) Estudos 

mostram que a administração destes medicamentos pode interferir nos mecanismos 

anatômicos, fisiológicos, imunológicos, dependendo da diluição administrada 

(CASTILHOS et al., 2002; CASTILHOS et al., 2003a). Existe pouco material 

bibliográfico sobre este medicamento, e até onde nos foi possível pesquisar, não 

encontramos estudos controlados que tratam dos organoterápicos na infecção por T. 

cruzi, apesar das observações clínicas confirmarem sua indicação e eficácia para outras 

patologias (CASTILHOS et al., 2003b). 

 O grande compilador da Homeopatia foi o médico alemão Samuel 

Hahnemann, nascido no século XVII (1755-1843). Seus fundamentos teóricos-praticos 

do modelo homeopático foram sistematizados no Organon da arte de curar, cuja 

primeira edição foi publicada em 1810 (HAHNEMANN, 2001), fundamentada em 

quatro pilares: princípio de cura pelos semelhantes, experimentação dos medicamentos 

em indivíduos sadios, emprego de medicamentos dinamizados e prescrição de 

substâncias simples (medicamento único) (TEIXEIRA, 2010). Segundo o princípio de 

cura pelos semelhantes (similia similibus curentur), substâncias que causam sintomas 

nos indivíduos sadios podem ser utilizadas para tratar sintomas semelhantes nos 

indivíduos doentes, com o intuito de estimular uma reação do organismo (vital ou 

homeostática) contra os seus próprios distúrbios (TEIXEIRA, 2003; TEIXEIRA, 2009).  
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O medicamento único deve possuir a capacidade de englobar todo o quadro 

sintomático individualizado do paciente/animal doente (LUNA, 2007). O médico 

homeopata deve conhecer o paciente, investigando os seus sintomas 

mentais/comportamentais, gerais e locais, sensações, sintomas concominantes e 

alternantes, e especialmente os sintomas raros e peculiares para determinar a sua 

constituição e temperamento (WEIR, 2011; LUNA, 2007).  Estas peculiaridades 

definem o que em homeopatia se chama de modalidade e lateralidade, que constituem 

uma ferramenta muito útil para encontrar o medicamento simillimum (SÁNCHEZ, 

2006). 

A homeopatia trata do organismo de forma integral e não apenas seus sintomas 

físicos. Os sintomas não podem ser tratados sem que se compreendam as características 

físicas e mentais do indivíduo (LOCKIE, 2001). 

A idéia de medicamento constitucional se baseia na escolha de um 

medicamento de acordo com certas características físicas e psicológicas do indivíduo, 

formulando assim um quadro de substâncias possíveis para o paciente (CAMPBELL, 

2011). O medicamento constitucional age no mesmo organismo humano contra a 

doença em questão, restabelecendo a homeostase do sistema biológico (LESSER, 

2011). 

Os medicamentos homeopáticos apresentados em diluições acima de 1:1024 

(12cH), têm demonstrado bons resultados, mesmo ultrapassando o limiar de dispersão 

da matéria, onde não há presença de substância original, denominado de constante de 

Avogadro (6,02 x 1023) (REGER et al., 1997; CALABRESE, 2015; SANDRI et al., 

2015). Em estudos recentes com o medicamento Lycopodium clavatum, diluído acima 

da constante de Avogadro foram observados efeitos satisfatórios na apredinzagem e 

memória em ratos (HANIF et al., 2015) e inibição da inflamação em camundongos 

infectados por T. cruzi (LOPES et al., 2016). 

Existem diversas teorias que tentam explicar o mecanismo de ação dos 

medicamentos homeopáticos (BELLAVITE et al., 2015), uma delas é a “memória da 

água”, que tenta buscar provas sustentáveis da capacidade da água de armazenar 

propriedades de substâncias que foram altamente diluídas e assim, transferir esta 

informação para outros sistemas nos organismos vivos. Esta propriedade passa pelo 

entendimento do que sejam “clusters”, ou seja, são agregados de moléculas de água de 

tamanho e forma específicos ao campo magnético dos solutos dinamizados, que 
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induzem novas propriedades à água independente da presença do soluto (ENDLER et 

al., 2010). Desta forma, a organização da água seria um processo dinâmico e associado 

a interações eletromagnéticas, de longo alcance e baixíssima intensidade (BELLAVITE, 

2002). No entanto, os equipamentos atuais não conseguem comprovar a existência 

destes “clusters” acima do número de Avogadro (KAYNE, 2006). 

Recentemente diversos pesquisadores mostraram diferentes ações de 

medicamentos altamente diluínos na infecção murina por T. cruzi, reduzindo o 

parasitismo e modulação da resposta inflamatória (LOPES et al., 2016; SANDRI et al., 

2015), mudança no curso da curva de parasitemia (FERRAZ et al., 2016), modulação da 

resposta imune (FALKOWSKI-TEMPORINI et al., 2016), no entanto, apesar de 

evidências que esses medicamentos agem no sistema biológico, a informação transmitida 

a este sistema ainda é uma incognita (FERRAZ et al., 2016). 

 

JUSTIFICATIVA 

A importância da doença de Chagas como um problema de saúde pública, 

acrescida ao limitado arsenal medicamentoso disponível para o tratamento da infecção 

por T. cruzi, evidenciam a necessidade da busca de novos medicamentos como 

alternativa ao tratamento convencional, principalmente na fase crônica, onde a 

toxicidade medicamentosa e o alto custo do tratamento de complicações da infecção 

tornam-se fatores limitantes na terapêutica da doença (BORGES et al., 2012). O 

encontro de uma medicação altamente diluída que controle a infecção experimental de 

camundongos por T. cruzi, além de constituir esperança no tratamento alternativo da 

doença de Chagas, contribuiria para o entendimento do mecanismo destas medicações.  

O uso de medicamentos altamente diluídos para o tratamento e profilaxia de 

doenças infecciosas e parasitárias tem sido largamente investigado por diversos 

pesquisadores realizando experimentos controlados (LOPES et al., 2016; FERRAZ et 

al., 2016; SANDRI et al., 2015), porém a utilização desta terapia ainda tem sido alvo de 

ataques em virtude de suas falhas metodológicas na maioria dos estudos realizados 

(VIGANÒ et al., 2015). Desta maneira, uma das formas de validar os experimentos com 

medicamentos altamente diluídos é a realização de estudos controlados, cegos, 

randomizados por sorteio, com número apropriado de animais por grupo, avaliação de 

marcadores biológicos e métodos estatísticos adequados para análise de resultados. 

Sendo assim, o estudo dos efeitos de medicamentos altamente diluídos, conduzidos 
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adequadamente pode contribuir na busca de novas alternativas de tratamento na 

infecção pelo T. cruzi e no entendimento de fatores que interferem na ação destes 

medicamentos. 

 

OBJETIVOS 

GERAL 

Investigar o efeito de medicamentos altamente diluídos na infecção 

experimental pela cepa Y de T. cruzi. 

 

ESPECÍFICOS 

Avaliar parâmetros clínicos de animais infectados com T. cruzi submetidos ou 

não ao tratamento com os medicamentos constitucionais Lycopodium clavatum, Kalium 

Causticum, Conium maculatum; 

Detectar o envolvimento de apoptose do baço e fígado em animais infectados 

com T. cruzi submetidos ou não ao tratamento com três medicamentos constitucionais, 

através da detecção in situ de DNA fragmentado;  

Analisar o perfil imunológico a partir de dosagens de citocinas no soro de 

animais infectados com T. cruzi submetidos ou não ao tratamento com os medicamentos 

constitucionais Lycopodium clavatum, Kalium Causticum, Conium maculatum; 

Avaliar o número de células de Kupffer no fígado e megacariócitos no baço de 

animais infectados com T. cruzi submetidos ou não ao tratamento com medicamento 

constitucional Lycopodium clavatum; 

Investigar parâmetros clínicos e parasitológicos de animais infectados com T. 

cruzi submetidos ou não a associação de medicamento constitucional Lycopodium 

clavatum e organoterápicos de baço e coração; 

Avaliar a sobrevida de animais infectados por T. cruzi e tratados com 

Lycopodium clavatum, Kalium Causticum, Conium maculatum, organoterápico de 

coração, baço e associação dos organoterápicos de baço e coração. 
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Abstract 

We investigated the number of megakaryocytes, Kupffer cells and ratios of 

Th1/Th2 and Th1/Th17 cytokines in survival of mice infected with Y strain of 

Trypanosoma cruzi and treated with Lycopodium clavatum. In a blind, randomized and 

controlled assay, Swiss male mice, 8 weeks-old, infected with 1,400 trypomastigotes (Y 

strain) were divided into groups and treated with: GLy – Lycopodium clavatum 

dynamization13c and GCI - alcohol solution 7º GL (vehicle medicine). The treatment 

was offered two days before infection and on the 2nd, 4th and 6th days after infection, 

overnight (1mL/100mL) and ad libitum. Parameters assessed were: survival rate, 

number of megakaryocytes and Kupffer cells, cytokines dosage (TNF-α, IFN-γ, IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, IL-17), Th1/Th2 and Th1/Th17 ratios. The increase in 

megakaryocytes, Kupffer cells, predominance of Th1 response, with increased TNF-α, 

IL-10, TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-17 and decreased IL-6 IL-6/IL-4, are related to increased 

survival in mice infected with T. cruzi and treated with Lycopodium clavatum 13c. This 

result demonstrates the possibility of an alternative approach for the treatment of 

Chagas disease with dynamized drugs. 

Keywords: Trypanosoma cruzi; Lycopodium clavatum; megakaryocytes; Kupffer cells; 

Th1 response. 

 

Abbreviations: Th1, T helper cell type 1; Th2, T helper cell type 2; TNF-α, tumor 

necrosis factor alpha; IFN-γ, interferon gama; IL-10, Interleukin 10; IL-4, Interleukin 4; 

IL-17, Interleukin 17;  IL-6, Interleukin 6. 

 

1. Introduction 

It has been more than one century since Chagas disease was discovered, yet 

there is still no effective treatment [1]. Trypanosoma cruzi infection involves up and 
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down regulation of cytokines and defense cells that depend on the host-parasite 

interaction, with consequences in immunopathology/resistance to infection [2]. Several 

studies have attempted to describe immunological mechanisms involved in the 

pathogenesis of this disease, however, there are still limitations in the current 

knowledge of immunoregulation and relationship between Kupffer cells, 

megakaryocytes and survival of T. cruzi infection [3]. 

The stimulus of megakaryopoiesis was observed in the replacement of platelets 

in inflammation and coagulation [4] and also occurs in the defense against infections. It 

has been observed in the defense against T. cruzi [5], although its contribution to the 

defense mechanism of the acute phase of infection seems not to be efficient and its 

relation to the survival of infected animals is still contradictory [6]. On the other hand, 

activation of platelets and macrophages seems to contribute to regeneration of different 

pathological conditions in which the synthesis of Th1, Th2 and Th17 cytokines are 

involved.  As already known, platelets have megakaryocytes as their precursors [4,7]. 

Different mechanisms control T. cruzi infection in order to maintain homeostasis [2]. 

Kupffer cells are able to repair tissue damage caused by parasites [3,6].  

The use of highly diluted medicines in animals has demonstrated 

immunomodulatory effects, explaining some of the mechanisms involved in host-

parasite relationship [8].  Although dynamization equal to or above 12c (1:1024) does 

not present detectable traces of the original substance because they have exceeded the 

Avogadro constant (6.02x1023), studies have shown the negative regulatory character of 

inflammation by highly diluted Lycopodium clavatum in T. cruzi infection [9]. In this 

sense, the therapeutic intervention in murine infection by T. cruzi has shown to be an 

important tool in the research of new approaches for this infection. The aim of this 

study was to evaluate the number of megakaryocytes, Kupffer cells and Th1/Th2, 

Th1/Th17 cytokine ratios and the survival of mice infected by T. cruzi and treated with 

Lycopodium clavatum dynamization 13c. 

 

2. Material and methods 

2.1. Experimental design 

The experiment was performed twice as a blind, controlled and randomized 

trial. Swiss male mice, 8-weeks old, from Central Vivarium (Universidade Estadual de 

Maringá) were used. Experimental procedures were approved by ethics committee, 
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conducted in accordance with animal testing research and humane endpoint guidelines 

(protocol 54/2011-CEAE/UEM). Animals were kept in the laboratory of 

experimentation for a week before the experiment began controlled temperature and 

humidity, with an artificial lighting photoperiod of 12 hours (light/dark), with water and 

food ad libitum. 

 

2.2. Groups and infection 

Animals were infected intraperitoneally with 1.400 blood trypomastigotes of T. 

cruzi-Y strain and were divided into two groups so that the mean body weights were 

statistically similar among groups: GLy: animals treated with Lycopodium clavatum 13c 

(n=10); GCI: animals treated with alcohol 7º GL (vehicle medicine) (n=11). 

 

2.3. Selection and preparation of substances 

By using idiosyncratic characteristics presented by healthy Swiss mice, the 

Homeopathic Materia Medica and the Lynx Expert System Software (Albuquerque, 

USA), homeopathic doctors concluded for the constitutional medication Lycopodium 

clavatum. 

L. clavatum and alcohol 7º GL were prepared in centesimal dynamization 13c 

(1:1026 dilution) and mechanical agitation (AUTIC®10-50) for 33 seconds (≅3Hz). 

Low dynamization was selected because it is an acute infection in small animals [10]. 

Lycopodium clavatum was prepared from the diluted mother tincture (Deutsche-

Homöopathie-Union-Germany) with grain alcohol (Agro-Industrial Tarumã Ltda, São 

Pedro do Turvo-Brazil) at 70° GL until 12c dynamization. The 13c dynamization, used 

to treat the animals, was prepared in alcohol 7º GL, according to the Farmacopéia 

Homeopática Brasileira [11]. 

 

2.4. Treatment schedule 

Medicine was administered orally, diluted in water (1mL/100mL) offered ad 

libitum in an amber bottle, two days before infection and on the 2nd, 4th and 6th days 

after infection overnight (during 16 hours, from 5 p.m. to 9 a.m.), ensuring the action of 

the medication on the immune system, before and after infection. 

GCI group received only 7º GL hydroalcoholic solution also diluted in water 

(1mL/100mL) in the same treatment schedule. 
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2.5. Survival 

Survival of each animal was noted during 90 days and group survival was 

expressed as average lifetime, considering GLy (n=7) and GCI (n=8). 

 

2.6. Quantification of megakaryocytes and Kupffer cells 

On the 8th day of infection (day of maximum peak of parasitaemia), three 

animals from each group (GCI; GLy) were euthanized after deep anesthesia (300 mg/kg 

ketamine chlorhydrate + 30 mg/kg xylazine) for collection of liver and spleen. After 

histological procedures, four sections of 5μm thickness of each organ were cut and 

stained with Harris hematoxylin. Megakaryocytes and Kupffer cells were counted in 20 

(liver) and 10 (spleen) random microscopic fields/section with 40X objective 

(Olympus-CBA, Tokyo, Japan) totaling 240 and 120 fields/group. 

 

2.7. Cytokines 

The  cytokines IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-6 (pro-inflammatory cytokines, Th1 

response) IL-4, IL-10 (anti-inflammatory cytokines, Th2 response) and IL-17 (Th17 

response), were measured in serum (pg/mL) on the  8th day  of infection (peak of 

parasitemia), of three animals/group (GCI; GLy), obtained through cardiac puncture, 

using the commercial kit BDTMCytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17 (CBA) 

(BD-Biosciences- Pharmingen, San Diego-USA) with analysis by flow cytometer (BD-

CantoII-FCS) following manufacturer's instructions. The quantification of each cytokine 

was obtained using specific software (FCAP-Array, Becton-Dickinson). 

 

2.8. Ratio Th1/Th2, Th1/Th17 

The average ratios Th1/Th2 and Th1/Th17 of cytokines was determined for 

each group considering IL-6/IL-4, TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-10, TNF-α/IL-17, and was 

calculated by dividing the values obtained for Th1 cytokines by the Th2 or Th17 

cytokine dosages of each animal. The average value was calculated afterward. 

 

2.9. Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by comparing treated and control groups 

using the Student’s "t" test for data with normal distribution and Mann-Whitney test for 
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data with unspecified distribution. The normality of the data was determined by the 

Shapiro-Wilk test. Statistica 8.0 software was used. Survival analysis was performed 

using nonparametric estimation of the Kaplan-Meier and Logrank test using R.3.2.0 

software. The significance level adopted was 5%. 

 

3. Results 

The table and the figure summarize data and display the relationship between 

the parameters studied. 

 

3.1. Survival 

The GLy group had a significantly higher survival time in days (50.1±37.3) 

compared to GCI (26.8±25.6) (p=0.02) (Table 1), with 3 surviving animals among 7 

infected in GLy (3/7) and one in eight in GCI (1/8). 

 

3.2. Quantification of megakaryocytes and Kupffer cells 

The average number of megakaryocytes and Kupffer cells was significantly 

higher in GLy group (p<0.05) (Table 1). 

 

3.2. Cytokines and ratio Th1/Th2, Th1/Th17 

The animals that received treatment with L. clavatum presented TNF-α and IL-

10 dosages significantly higher (p<0.05) whereas the IL-6 dosage was lower (p=0.02) 

when compared to control group GCI. 

Regarding to the remaining cytokines, there was no significant difference 

between the groups, although a trend toward a reduction of IL-4, IL-17 was observed, 

whereas IFN-γ showed a trend toward an increase compared to the control group. There 

was no statistical difference for IL-2 values between GLy and GCI groups. GLy showed 

predominance of Th1 response by increased TNF-α, even with a decrease in IL-6. GLy 

showed also increase in TNF-α/IL-4 (p<0.05) and TNF-α/IL-10 (p<0.05) ratios and 

decrease in IL-6/IL-4 ratio. Likewise, Th1 response was prevalent when the TNF-α/IL-

17 ratio was evaluated, and such ratio was significantly increased in GLy (p<0.05). In 

summary, the results show the predominance of the Th1 response in GLy by the 

increase of TNF-α (Figure 1). 
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Table 1 - Mean values and standard deviation for survival and number of Kupffer cells 

(liver) and megakaryocytes (spleen) per microscopic field on Swiss male mice of 8 

weeks old infected with Y strain of T. cruzi. 

Groups Survival 

(Days) 

Kupffer cells 

(Number) 

Megakaryocytes 

(Number) 

GCI 26.8 ± 25.6 6.7± 3.2 0.2± 0.6 

GLy 50.1 ± 37.3* 12.8± 5.5* 1.2± 1.7* 

GCI – group treated with alcohol solution 7º GL (vehicle medicine) 

GLy – group treated with Lycopodium clavatum 13c 

* p<0.05 

 

 
Fig 1. A. The relationship between survival and the number of megakaryocytes and 

Kupffer cells (spleen and liver, respectively) on the 8th day after infection in groups of 

animals infected with T. cruzi; B. Concentration of cytokines (pg/mL) on the 8th day 

after infection in Swiss male mice, 8 weeks old, infected with T. cruzi – Y strain; C. 

cytokine ratio (balance Th1/Th2) on day 8 after infection in Swiss male mice, 8 weeks 

old, infected with T. cruzi – Y strain; D. Spleen cut with high number of 

megakaryocytes (40X - GLy); E. Liver cut with a small number of Kupffer cells (40X - 

GCI). Immunohistochemistry technique, stained with Harris hematoxylin. GLy - 

animals treated with Lycopodium clavatum; GCI animals treated with the vehicle 

preparation of highly diluted Lycopodium clavatum 13c. (*) Statistical significance 

p<0.05. 
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4. Discussion 

The modulation of the infection, with the increase of survival, was triggered by 

the action of the highly diluted medicine, and such effect involved a change in pattern of 

cytokine secretion and cell recruitment. 

The effectiveness of Lycopodium clavatum has already been observed in the 

reduction of the inflammatory response in mice infected with T. cruzi [9]. However, this 

is the first time that its protective action was verified, with relationship between increase 

in survival, increase of the number of megakaryocytes, Kupffer cells and predominance 

of Th1 response in mice infected with T. cruzi. 

The role of platelets (derived from megakaryocytes) has been recently 

recognized in the activation of the immune response to eliminate pathogens [4]. The 

immune-endocrine imbalance is a key determinant of parasite persistence [3]. Through 

rapid and effective immune response against the parasite, megakaryocytes and Kupffer 

cells in spleen and liver participate in the immune modulation, by stimulating a 

predominantly Th1 response and promoting a balanced host-parasite relationship during 

infection. 

Infections caused by protozoa promote IL-6 up-regulation and also, under 

inflammatory conditions, it is possible to observe a drastic increase of this cytokine 

[4,7]. However, in addition to the anti-inflammatory function, mediated by classic 

signaling, IL-6 may act by trans-signaling, regulating pro-inflammatory mechanisms 

[12]. Our results showed reduction of IL-6 and IL-6/IL-4 ratio in GLy group, 

counterbalancing the increase in IL-10 (Th2) and preventing pathogenic damage by 

excessive Th1 response, by the increase of TNF-α, shifting the balance of activation of 

naïve T-cells to formation of Th2 [2,12]. This dynamic between cytokines decisively 

influenced the lower progression of pathogenesis, which is characterized in this 

infection by an intense inflammatory process. Thus, it provides protective action and is 

consistent with the observed lower mortality rate of infection in GLy with increased 

survival. 

Recently, it has been suggested that IL-17 expression (Th17) is related to the 

progression of T. cruzi infection [13], while Th1 is related to host resistance [2]. On the 

other hand, Th1 response participates in the regulation of Th17 response [7]. Thus, 

understanding the dynamics of Th1/Th17 regulation is of fundamental importance in the 

pathological process of this infection [14]. In this work, GLy showed, concomitantly 
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with the increase in the number of megakaryocytes and Kupffer cells, significant 

increase in the ratio TNF-α/IL-17 by increasing TNF-α, resulting in predominance of 

Th1 response, leading to improved outcome of the infection, although the levels of IL-

17, have not been differentiated from GCI. 

TNF-α and IFN-γ are associated with the specific immunoregulation in 

response to pathogens, by acting through different mechanisms of action when the 

immunological homeostasis is needed, and this may induce activation of macrophages 

[10]. In this work, the TNF-α dosage, on the day of the peak number of parasites has 

shown the ability of highly diluted L. clavatum to induce biological activity, stimulating 

chemical mediators and cells in a balanced way in order to modulate the course of 

infection. Although some studies have shown that TNF-α stimulation causes excessive 

cellular damage and that this cytokine is related to the severity of infection, its 

equilibrated secretion in physiological doses warrants its benefits [2]. This balanced 

modulation with benefits was observed with the treatment with Lycopodium that 

promoted greater survival of animals infected with a highly virulent strain. Thus, such 

interleukin was essential for the immune homeostasis of GLy group, stimulating 

megakaryocytes and Kupffer cells [4,7]. The trend of increase in the concentration of 

IFN-γ corroborates other studies that indicate its influence on the increase of defense 

cells [7]. 

Treatment with dynamized Lycopodium clavatum induced modulatory 

response, balancing the parasite versus host relationship, resulting in benefits to the 

treated animals when compared to GCI, with promising action against T. cruzi, [9]. 

Several studies describe that chemical components from Lycopodium have the ability to 

promote allosteric interactions that are associated to changes in the conformational 

dynamics and functional transitions of the target protein, which enhance or inhibit 

specific cellular functions, affecting the health condition of the animal [15]. With the 

premise of the lack of organic matter and active principle of L. clavatum 13 c, our work 

demonstrates its ability to affect the biological system. 

In summary, although our data show a significant direct relationship between 

the increase of megakaryocytes, Kupffer cells and predominance of Th1 response with 

benefit to the host expressed by an increase of survival with the treatment of murine T. 

cruzi infection with dynamised L. clavatum, these variables would not be able to guide 

towards the physiological balance of the body by themselves. Therefore other functions 
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should be assessed, as well as their reflections considering the complexity of the 

immune system and the tangle of the immune homeostasis orchestration. 
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ABSTRACT 

Recent evidence includes apoptosis as a defense against Trypanosoma cruzi 

infection, which promotes an immune response in the host induced by T cells, type 1, 2 

and 17. Currently, there is no medicine completely preventing the progression of this 

disease. We investigated the immunological and apoptotic effects, morbidity and 

survival of mice infected with T. cruzi and treated with dynamized homeopathic 

compounds 13c: Kalium causticum (GCaus), Conium maculatum, (GCon), Lycopodium 

clavatum (GLy) and 7% alcohol solution (control, vehicle compounds, GCI). The 

results demonstrate that all compounds were able to induce apoptosis in hepatocytes. 

Lycopodium clavatum presented better performance, with a higher amount of 

hepatocytes and splenocytes undergoing apoptosis with the higher number of apoptotic 

bodies in the liver, predominance of Th1 response with increased TNF-α and decreased 

IL-6, with higher survival, lower morbidity, with higher water consumption, body 

temperature, tendency to higher feed intake and weight gain. Conium maculatum had 

worse results with increased Th2 response with increased IL-4, worsening of the 

infection with early mortality of the animals. Together, these data suggest that highly 

diluted medicines modulate the immune response and apoptosis, affecting the morbidity 

of animals infected with a highly virulent strain of T. cruzi, being able to minimize the 

course of infection, providing more alternative approaches in the treatment of Chagas 

disease. 
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1. INTRODUCTION 

Approximately 7-8 million people in the Americas are estimated to be carriers 

of Chagas disease, with approximately 12,500 deaths per year in the last two decades 

[1]. Recently, the largest multi-center clinical study ever conducted regarding Chagas 

disease, BENEFIT, demonstrad that the currently available drug is not able to protect 

the progression of infection, stimulating new researches [2]. The search for a compound 

that stimulates the immune system has been the research subject for new therapies for 

this infection [3]. 

Trypanosoma cruzi infection releases numerous chemical mediators [4] with 

the participation of T-cells that, by expressing TNF-α, become highly susceptible to 

undergo apoptosis in order to control the morbidity of infection [5]. Expression of IL-4 

signals increased susceptibility of the host against T. cruzi infection [6], and increased 

Th17 intensifies the infection [7]. Therefore, some biomarkers such as chemokines and 

cytokines are associated with progression of infection and lower survival [8,9,10], while 

the stimulus of defense cells, megakaryocytes and Kupffer cells, are related to higher 

survival of the host [3]. 

The host cell integrity allows the survival of the pathogen [11]. Activation of 

the programmed cell death seems to limit the progression of infection [12]. The 

involvement of the innate immune response and activation of caspase-8 as a mechanism 

of cellular defense against the spread of the parasite in infected organ were recently 

demonstrated [13,14], using the counterbalance of this pathway with less aggressive 

power when compared to other mechanisms of cell death, where there is release of 

several inflammatory mediators [15,16]. 

The use of dynamized, highly diluted compound, i.e., above the Avogadro 

constant (6.02x1023), has been shown to stimulate the immune system in mice infected 

with T. cruzi, maintaining homeostasis, positively altering the course of infection [3,17]. 
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Modulation of Th1, Th2 and Th17 responses and apoptotic profile has been the subject 

for therapeutic approaches [10,18]. However, some mechanisms still remain 

unanswered [19] and a broad understanding of the immune response is required for 

proposing strategic interventions, minimizing injuries in infected hosts [20]. 

The resistance to infection involves immunoregulatory mechanisms that can be 

induced to maximize response against the parasite, for example apoptosis. However, 

immunomodulation of host in activation of apoptotic signaling pathways remains a 

challenge in the search for the proposition of effective protection against T. cruzi 

infection [14,20]. Thus, in this study we evaluated the levels of cytokines Th1, Th2, 

Th17 and the biological response profile of apoptosis in survival of mice infected with 

Trypanosoma cruzi and treated with different highly diluted compounds, above the 

Avogadro constant. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Experimental design 

The experiment was performed twice as a blind, controlled, and randomized 

trial. Healthy, eight weeks-old, Swiss male mice, from the Central Vivarium at the 

Universidade Estadual de Maringá, were used. The experimental procedures were 

approved by the ethics committee, conducted in accordance with animal testing research 

and humane endpoint guidelines (protocol 54/2011- CEAE/UEM). The research 

adhered to the principles enunciated in the 8th Edition of the Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals, National Research Council, 2011. The animals were kept in the 

sectorial experimentation laboratory for one week before the beginning of the 

experiment, for adaptation. Temperature and humidity conditions were controlled, with 

artificial lighting photoperiod of 12 h (light/dark), with water and food ad libitum. The 

groups were randomly divided, so that the average weight of each group was not 

statistically different from each other. The animals were infected intraperitoneally with 

1,400 blood trypomastigotes of T. cruzi - Y strain [22]. Groups according to treatment 

with dynamized homeopathic compounds 13c (dilution 1:1026): GCaus - Group treated 

with Kalium Causticum 13c (n=10), GCon - Group treated with Conium maculatum 13c 

(n=11), GLy - Group treated with Lycopodium clavatum 13c (n=10), GCI - Group 

treated with the vehicle for medicine preparation (alcohol solution 7%) (n=11). 
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2.2. Dynamized compounds 

Compounds selection 

The compounds were selected by repertorization, in healthy animals [23,24], 

by observing the idiosyncratic characteristics of the group, considering general 

behavior, socialization and physiology. The observation of the animals was performed 

by three homeopaths for 30 minutes in a silent environment, from 19:00 to 19:30, 

considering the nocturnal activity for rodents. The characteristics were added to the 

Lynx Expert System Software (Albuquerque, USA), which recorded three compounds: 

(1) Kalium Causticum, (2) Conium maculatum, (3) Lycopodium clavatum. The 

compounds were selected considering the Law of Similitude in accordance with 

conventional homeopathic clinical practice described by Hahnemann [25]. The most 

notable collective characteristics in the animals were coexistence, fear, 

conscientiousness, shyness, high frequency in water intake in small quantity, diminished 

vision, hearing and keen sense of smell. The compounds Kalium causticum, Conium 

maculatum and Lycopodium clavatum encompassed these characteristics to reestablish 

the balance of the biological system against considerable disturbances in the 

bioimmunophysiological system [25], caused, in this case, by T. cruzi infection. In 

Homeopathic Materia Medica [24], these compounds may be related to clinical 

conditions similar to pathological events observed in T. cruzi infection. Kalium 

causticum may be correlated to myasthenia; Conium maculatum, with anorexia. In 

addition, Lycopodium clavatum may be correlated with bowel disease [24] showing an 

effect in the treatment of rats infected with Trypanosoma cruzi, protecting intestinal 

neurons and modifying the immune response profile in treated animals [26]. The 

compounds were prepared in dynamization 13c (dilution 1:1026), by understanding the 

experimental murine infection by T. cruzi as an acute pathology and considering Swiss 

mice as small animals [27]. 

 

Preparation of compounds  

The compounds Kalium causticum, Conium maculatum and Lycopodium 

clavatum were prepared from the mother tincture diluted in grain alcohol at 70% (Agro-

Industrial Tarumã Ltda, São Pedro do Turvo, Brazil) until 12c dynamization [27]. The 

dynamization used for the compounds was prepared (13c) in 7% alcohol, using 
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mechanical dynamizer (AUTIC® Mod. Denise). 7% Alcohol, the vehicle for 

compounds, was used as control. 

 

Biological risk 

Biological risk was determined by inoculating five healthy mice/group, male, 8 

weeks old, with 0.1 mL of each compunds (Kalium causticum, Conium maculatum and 

Lycopodium clavatum) intraperitoneally, to assess the possible biological response to 

the medicine. For 30 days, mice were assessed for weight, temperature, fur appearance, 

appearance of feces and mortality [28,29]. No biological effects from the compounds 

studied were found in these healthy mice. 

 

Treatment regimen 

The treatment was administered orally, diluted in water (1mL/100mL), offered 

ad libitum in amber bottle, overnight, two days before infection and for three days after 

infection, every 48 hours, in order to stimulate the biological system and ensure the 

action of the compound on the immune system before and after the presence of the 

parasite [30]. The GCI received only 7% hydroalcoholic solution, also diluted in water 

(1 mL/100 mL), in the same treatment regimen. 

 

2.3. Parameters evaluated 

Survival 

Survival was evaluated up to 90 days after infection and the average lifespan 

for each group was calculated, considering the humane endpoint (minimal pain and 

suffering prior-to-death and well-being, in survival of the animals) for groups GCI 

(n=8) GCaus (n=7), GCon (n=8), GLy (n=7). 

Clinical parameters  

The animals were clinically assessed for five days before the infection, on the 

day of infection and on the 23 consecutive days after infection at a fixed time 09h00min 

[31]. Quantitative analysis: Weight - expressed in grams, it was individually evaluated 

on BEL engineering® - Class Mark II 500g digital balance; Temperature - expressed 

in degrees centigrade (ºC), it was individually measured in the anterior region of the left 

thigh (less fur) using Icel, infrared digital thermometer, model TD-920.0387; Water 

and feed consumption - expressed in milliliters (mL) and grams (g), respectively. 
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These parameters were collectively evaluated, considering the initial value for each 

group subtracted from the measured value after a day of consumption. The value 

obtained was divided by the number of animals in order to estimate the individual 

values; Amount of excreta - expressed in grams (g), it was collectively evaluated and 

obtained by weighing the cage beds before use, subtracted from the weight obtained 

after one day of use. Feces and urine were considered together. All the sawdust to be 

used as bed in the experiment was dried in a kiln first. Qualitative analysis: it was 

performed using numerical category scaling, defined as: 0 for no, and 1 for yes, and we 

analyzed whether the animal was asleep at 8:00h, presence of diarrhea (by observing the 

anal region), scrotal swelling, presence of abdominal edema, fur appearance (bristly), 

agitation in the cage, naturally and with handling. Behavioral alterations of 

physiological signals were also evaluated through atypical, unpredictable alterations, 

without the addition of stimuli, as well as social inhibition and presence of convulsion. 

 

Cytokines and Ratios Th1/Th2, Th1/Th17 

The cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNγ and TNFα were measured 

(pg/ml) in serum (aseptic cardiac puncture) on the 8th day of infection (peak of 

parasites), using 3 animals per group. The measurement performed using the 

commercial kit BDTM Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17 (CBA) (BD 

Biosciences Pharmingen, San Diego, USA), with analysis by flow cytometer (BD FCS 

CantoII) following the manufacturer's instructions. Quantitation of each cytokine was 

obtained by using specific software (FCAP Array – Becton & Dickinson). 

The ratios of cytokines Th1/Th2 (IL-2/IL-4, IL-2/IL-10, IL-6/IL-4, IL-6/IL-10, 

TNFα-/IL-4, TNF-α-/IL-10, INF-γ/IL-4, INF-γ/IL-10) and Th1/Th17 (IL-2/IL-17, IL-

6/IL-17, TNF-α-/IL-17, INF-γ/IL-17) were calculated by dividing the values obtained 

for cytokines Th1 by the values of cytokines Th2 or Th17 of each animal, calculating 

the mean after. 

 

Apoptosis - In situ detection of DNA fragmentation  

On the 8th day of infection, three animals from each group were euthanized 

and the spleen and larger lobe of the liver were collected and fixed in 10% formol for 24 

hours. Subsequently, the organs were dehydrated, diaphanized and immersed in 

paraffin. Each organ was subjected to 4 semi-serial sections with 5μm thickness, with 
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20μm of separation between them (microtome SLEE MAINZ model CUT 5062 - 

Mainz, Germany), and fixed in slides pre-prepared with poly-L-lysine. Detection of 

apoptosis was performed by the TUNEL method [32] using a commercial kit for 

detecting apoptosis (ApopTag® Peroxidase-Chemicon). The number of apoptotic 

bodies (cells containing apoptotic material phagocytosed in the liver), and splenocytes 

and hepatocytes undergoing apoptosis were compared. Counterstaining with Harris 

hematoxylin was performed. For quantitative analysis of the sections, 20 and 10 random 

microscopic fields/section were counted, totaling 240 and 120 fields per group, from the 

liver and spleen, respectively, with 40X objective in Olympus CBA microscope (Tokyo, 

Japan). 

 

2.4. Statistical analysis  

Statistical analysis was performed by comparing the different parameters 

between the treated groups and control group, using Student "Z" test for qualitative 

variables (parametric data) and the Mann-Whitney test for quantitative variables 

(nonparametric data) using Software Statistica 8.0. Survival analysis was performed 

using Logrank test and Kaplan-Meier analysis - software R.3.0.2. The significance level 

used for the tests was 5%. 

 

3. RESULTS 

3.1. Survival  

GLy presented the longest survival time (50.1 ± 37.3) compared with GCI 

(26.8 ± 25.6) (p=0.02), GCaus (17.4 ± 2.1) (p=0.00) and GCon (15.4 ± 1.9) (p=0.00). 

GCon group (15,4 ± 1,9) presented early mortality compared with GCI (26.8 ± 25.6) 

(p=0.03). There was no significant difference between GCI (26.8 ± 25.6) and GCaus 

(17.4±2.1) (p=0.63). By the Kaplan-Meier estimator, the probability of the treated 

animal in GLy group surviving up to 22 days is 42.9% (CI 95% = 18% to 100%). In the 

GCon group, in turn, the probability of surviving up to 17 days is 12.5% (CI 95% = 2% 

to 78.2%); in GCaus group, the probability of surviving up to 18 days is 33.3% (CI 95% 

= 10.8% to 100%) and the probability of surviving 21 days is 12.5% (CI 95% = 2% to 

78.2%) in GCI (Table 1 and Figure 1). 
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Fig. 1. Kaplan-Meier curve of mice infected with 1,400 blood trypomastigotes of Y 

strain of T. cruzi, treated with 7% alcoholic solution of highly diluted compounds 

(GCI), Kalium causticum 13c (GCaus), Conium maculatum 13c (GCon) and 

Lycopodium clavatum 13c (GLy). 

 

3.2. Clinical parameters 

In the overall average of the clinical parameters, all the compounds presented a 

significant increase in temperature compared with GCI (p<0.05) (Table 1). However, in 

average divided by periods of infection, only the GLy group presented a significant 

increase in temperature from the 6th-23rd day of infection, while GCaus presented a 

decrease in this parameter (p<0.05) (Figure 2). GCon presented decreased feed intake 

from the 6th-9th day of infection compared with GCI (p<0.05), and GCaus presented 

decrease in body weight compared with GCI from the 10th to the 13th day of infection 

(p<0.05) (Figure 2). GLy presented higher water consumption compared with GCI from 

the 2nd-5th day of infection and from the 10th-13th day (p<0.05) (Figure 2). In this 

comparison, it was observed that the animals treated with Ly showed no decrease in 

water or food consumption, presenting better performance than the other groups, which 

had significant decrease in these parameters. 

The amount of excreta and presence of diarrhea had no significant difference 

between the groups. In the analysis of qualitative clinical parameters, GLy and GCaus 

presented greater drowsiness, greater genital edema and greater agitation, naturally and 

during handling. The bristliest fur was observed in GCon and GLy (Table 2). Social 

inhibition was not observed during the experiment. On the 4th day of infection, 14% of 

the animals (1/7) in GCaus had clonic convulsion, with observation of muscle spasms in 

the lower limbs. 
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Tab. 1. Quantitative clinical parameters and overall survival (probability) evaluated in 

Swiss male mice, 8 weeks-old, inoculated with 1400 trypomastigotes of the Y strain of 

Trypanosoma cruzi, in groups GCI, GCaus, GCon and GLy. 
Groups Temperature 

( ºC) 

Body weight 

(g/day) 

Feed 

Consumption  

(g/day) 

Water Consumption 

(mL) 

Overall survival, 

probability (95% CI) 

GCI 32.61±2.2 42.7±4 6.8±2.7 6.8±2.8 12.5% (2%-78%) 

GCaus 33.19±2.5* 41.2±4.5 6.5±2.3 7.6±2.4 33.3% (10%-100%) 

GCon 33.74±1.2* 43.4±3.8* 7.3±2.7 7.5±2.2 12.5% (2%-78%) 

GLy 33.04±3.2* 41.8±4.2 7.2±2.7 7.6±2.9 42.9% (18%-100%) 

 

Data presented as mean ± standard deviation.  

* Significative differences compared with GCI (p<0.05); GCaus: group treated with 

Kalium Causticum 13c; GCon: group treated with Conium maculatum 13c; GLy: group 

treated with Lycopodium clavatum 13c; GCI: group treated with 7% alcohol (vehicle 

medicine). 

CI = confidence index of 95%. 

 

Fig. 2. A: Average body weight (g) from the 1st to the 23rd days of infection; B: 

Average feed intake (g) from the 1st to the 23rd day of infection; C: Average water 

consumption (mL) from the 1st to the 23rd day of infection; D: Average body 

temperature (ºC) from the 1st to the 23rd day of infection of Swiss male mice, 1,400 

blood trypomastigotes of Y strain of T. cruzi, treated with 7% alcoholic solution (GCI) 

of highly diluted compounds, Kalium causticum 13c (GCaus), Conium maculatum 13c 

(GCon) and Lycopodium clavatum 13c (GLy). * p<0.05 compared with GCI. 
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Tab. 2. Qualitative clinical parameters evaluated in Swiss male mice, 8 weeks-old, inoculated with 1400 trypomastigotes of the Y strain of 

Trypanosoma cruzi, for the groups GCI, GCaus, GCon and GLy. 

Groups 
Sleepiness 

Genital 

Edema 

 

Abdominal  

Edema 

 

bristly  

Fur 

 

Natural  

Agitation 

 

Agitation with 

Handling 

n/N (%) P n/N (%) P n/N (%) P n/N (%) p n/N (%) P n/N (%) P 

GCI 
166/226 

(73,5) 
- 

74/226 

(32,7) 
- 55/226 (24,3) - 

78/226 

(34,5) 

- 6/226 

(2,7) 
- 

67/226 

(29,6) 
- 

GCaus 
150/166 

(90,4) 
0,0000* 

85/166 

(51,2) 
0,0000* 52/166 (31,3) 0,0230* 

99/166 

(59,6) 

0,9999 12/166 

(7,2) 
0,0000* 

71/166 

(42,8) 
0,0399* 

GCon 
136/205 

(66,3) 
0,9999 

53/205 

(25,9) 
0,9999 34/205 (16,6) 0,9999 

37/205 

(18,0) 

0,0174* 8/205 

(3,9) 
0,9999 

61/205 

(29,8) 
0,9999 

GLy 
184/224 

(82,1) 
0,0000* 

74/224 

(36,1) 
0,0000* 75/224 (36,6) 0,0000* 

79/224 

(38,5) 

0,0266* 11/224 

(5,4) 
0,0000* 

79/224 

(38,5) 
0,0266* 

GCI = control of infection group, treated with 7% hydroalcoholic solution of the highly diluted compounds; GCaus = treated with Kalium 

Causticum 13c, GCon = treated with Conium maculatum 13c; GLy = treated with Lycopodium clavatum 13c. 

n/N: n= number of observations; N=overall number of elements in the group throughout infection. 

*p significant by the Z test compared with GCI 

– Reference 
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3.3. Cytokines and Ratio Th1/Th2, Th1/Th17  

Animals treated with L. clavatum presented predominance of Th1 response by 

increased TNF-α. This group also showed a significant increase in IL-10 and decrease in IL-6, 

compared with the control group (p<0.05). GCon had predominance of Th2 response by the 

increase of IL-4 and GCaus presented decreased Th1 response by the decrease in IL-2 and 

IFN-γ, both compared with the control group GCI (p<0.05) (Figure 3). 

Figure 4 presents details of the Ratio Th1/Th2, Th1/Th17 for the proposed groups. 

The animals treated with L. clavatum presented a Th1 response predominantly due to an 

increase in TNF-α (TNF-α/IL-4 and TNF-α/IL-17), while GCaus and GCon presented a 

decrease in Th1/Th2 ratio and GCaus in Th1/Th17 ratio. 

 

 
Fig. 3. Serum concentration (pg/ml) of IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-4, IL-10 and IL-17 on 

the 8th day after infection in Swiss male mice, 1400 blood trypomastigotes of the Y strain of 

T. cruzi treated with 7% hydroalcoholic vehicle of highly diluted compounds (GCI), Kalium 

Causticum 13c (GCaus), Conium maculatum 13c (GCon) and Lycopodium clavatum 13c 

(GLy). n=3 animals per group; * p<0.05 compared with GCI between groups for the same 

cytokine. 
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Fig. 4. Ratios of IL-6/IL-4, IL-6/IL-10, IL-2/IL-4, IL-2/IL-10, TNFα/IL-4, TNFα/IL-10, 

IFNγ/IL-4, IFNγ/IL-10, IL-2/IL-17, IL-6/IL-17, TNFα/IL-17, IFNγ/IL-17 (balance Th1/Th2 

and Th1/Th17) on the 8th day after infection in Swiss male mice, 1400 blood trypomastigotes 

of the Y strain of T. cruzi treated with 7% hydroalcoholic vehicle of highly diluted 

compounds (GCI), Kalium Causticum 13c (GCaus), Conium maculatum 13c (GCon) and 

Lycopodium clavatum 13c (GLy). n=3 animals per group; *p<0.05 compared with GCI 

between groups for the same relationship between cytokines. Letters a, b, c, d, e, f = 

individualized citokines with better definition. 

 

3.4. Apoptosis - In situ detection of DNA fragmentation 

Detection of cells undergoing apoptosis on the eighth day of infection with T. cruzi 

in mice treated with different highly diluted compounds is described in Figure 5. GLy and 

GCcon groups had a higher number of splenocytes and hepatocytes undergoing apoptosis 

compared with GCI (p<0.05). However, GCon presented a decrease in apoptotic bodies in 

liver compared with GCI (p<0.05), while GLy had a significant increase in apoptotic bodies 

in the liver compared with GCI (p<0.05). GCaus only presented a higher number of 

hepatocytes in apoptosis when compared with GCI (p<0.05) (Figures 5, 6 and 7). 
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Fig. 5. Mean of the number of hepatocytes TUNEL+, splenocytes TUNEL + and apoptotic 

phagocytosed bodies (Liver) in histological sections of Swiss male mice, 8 weeks-old, 

inoculated with 1400 trypomastigotes of the Y strain of Trypanosoma cruzi on the 8th day 

after infection (40X magnification). Immunohistochemistry method: Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP Nick end labeling (TUNEL) and APOPTAG 

(Millipore). n=3 animals per group; *p<0.05 compared with the GCI for each parameter. 

Hepatocytes TUNEL +: liver cells undergoing apoptosis. 

Splenocytes TUNEL +: Spleen cells undergoing apoptosis. 

Apoptotic bodies: cells containing apoptotic material in the liver. 

GCI = control of infection group, treated with 7% hydroalcoholic solution of the highly 

diluted compounds; GCaus = treated with Kalium Causticum 13c, GCon = treated with 

Conium maculatum 13c; GLy = treated with Lycopodium clavatum 13c. 
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Fig. 6. Section of liver of Swiss male mice, 8th day of infection with 1400 blood 

trypomastigotes of the Y strain of T. cruzi treated with 7% hydroalcoholic vehicle of highly 

diluted compounds (GCI), Kalium causticum 13c (GCaus) , Conium maculatum 13c (GCon) 

and Lycopodium clavatum 13c (GLy). n=3 animals per group; Technique used: Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP Nick end labelling (TUNEL) - APOPTAG 

(Millipore). 40x objective. Arrow (→): hepatocytes undergoing apoptosis; Oval shape (о): 

apoptotic bodies - phagocytic cells with phagocytic vacuole with apoptotic material. 
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Fig. 7. Section of spleen of Swiss male mice, 8th day of infection with 1400 blood 

trypomastigotes of the Y strain of T. cruzi treated with 7% hydroalcoholic vehicle of highly 

diluted compounds (GCI), Kalium causticum 13c (GCaus), Conium maculatum 13c (GCon) 

and Lycopodium clavatum 13c (GLy). n=3 animals per group; Technique used: Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP Nick end labeling (TUNEL) - APOPTAG 

(Millipore). 40x objective. Arrow (→): splenocytes undergoing apoptosis. 

 

4. DISCUSSION 

The murine model of infection with the Y strain of T. cruzi is a reference and is 

widely described in literature [33]. The use of this model may be useful for developing new 

treatments and understanding the mechanisms by which new tested compounds act [34,35]. In 

this study, for the first time, it was possible to verify the regulation of apoptosis and 

production of cytokines related to clinical improvement and survival in mice infected with 

Trypanosoma cruzi and treated with different highly diluted compounds. Our data 

complement studies regarding the compound Lycopodium clavatum, showing its positive 

effect on bio-immune-physiological responses with increased survival in animals susceptible 

to infection by highly pathogenic strain of T. cruzi [17, 36]. 

The clinical evaluation [31] of the animals infected with T. cruzi was an important 

factor to characterize and compare the morbidity in different experimental groups. However, 
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the assessment of clinical parameters divided into the period between the beginning of 

infection until the end of the patent period (23rd day of infection) was more efficient in 

evidencing the occurrence of clinical improvement. In GLy this improvement was significant 

throughout the infection, observed by the increase in temperature. A recent study, by adopting 

clinical evaluations during the course of infection, also observed the effect of highly diluted 

Lycopodium clavatum in mice experimentally infected with the parasite Toxoplasma gondii 

[37]. These findings help us to understand the importance of analyzing different periods of 

infection and not just the average of a given parameter as a whole, because the overall average 

of one parameter may mask the results obtained. 

Although infection of Swiss mice by Y strain of T. cruzi is a good experimental 

model [38], the virulence of this strain for this lineage of mice is very high. This 

characteristic, in addition to the fact that Swiss mice do not constitute isogenic lineage and to 

the fact of having the number of experimental animals currently limited to the minimum for 

ethical reasons, prejudices the statistical demonstration of clinical benefits of the treatment on 

the experimental model used, which was definitively proved by the increased survival 

observed in GLy group. 

In this study, aiming to statistically prove the beneficial effects of the highly diluted 

compounds, the evaluations of individual parameters (water and feed consumption, 

temperature and body weight), were performed at different periods of infection. The highest 

water consumption was presented by GLy (2nd-5th and 10th-13th day of infection); the 

lowest body weight (10th-13th day of infection) and lowest water consumption (18th-23rd 

day of infection) in GCaus; and lower feed intake in GCon (6º- 9th day of infection), show the 

different clinical effects of highly diluted compounds in the biological system, since GLy 

represents the establishing of a greater physiological balance, promoting a more comfortable 

situation in physical and mental performance [39,40], resulting in increased motor 

coordination and faster cognitive reflexes [41]. The latter were also proven by the observation 

of increased motor activity in this group of animals, demonstrated by increased agitation 

which was detected, naturally and during handling, consistent with improved clinical 

condition. 

The increased temperature in GLy from the 6th-23rd day of infection, compared with 

GCI,  indicates benefit to the host, potentiating the immune response by increasing the 

mobility of leukocytes [42,43], which will generate macrophages when necessary [44]. The 

stimulation with highly diluted compound L. clavatum 13c proved to be a situation in which 

these defense cells and the ones involved in resistance to infection are induced. In a recent 
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publication, it was demonstrated that the increase of macrophages (megakaryocytes and 

Kupffer cells), promoted greater survival in mice infected with T. cruzi [3]. Thus, these data 

indicate that the medicine diluted beyond the Avogadro constant, indicated within the 

homeopathic precepts, contributed to the activation of the immune response in mice, also 

expressed by increased body temperature. 

The immune modulation between inflammatory and anti-inflammatory cytokines has 

a crucial role in controlling the response against the parasite and tissue damages [13], while a 

high level of TNF-α increased disproportionately can cause tissue damage [18]. IL-10, on the 

other hand, acts as a factor of growth and differentiation of B cells, modulating the production 

of cytokines secreted by Th1 cells, i.e., promoting the cross-regulation of Th cells, modulating 

the intensity of response [44]. The diluted and dynamized compounds have the ability to 

modulate the immune system in mice infected with T. cruzi, controlling the Th1 response, not 

exacerbating the concentration of TNF-α, reducing the inflammatory state of the infection by 

this protozoan [6], causing an improvement in morbidity [3,17,44], as observed in our results 

through clinical improvement and increased survival. Thus, Lycopodium clavatum provided 

homeostasis information to the organism susceptible to infection, through the predominance 

of Th1 response, counterbalancing the Th2 response, since it was able to change information 

regarding the response against infection (i.e., “disease pattern”), improving the morbidity of 

the animals infected with a highly pathogenic strain. The balance between the cytokines with 

predominance of Th1 response in GLy can be clearly observed when we look at figure 3, and 

we found increased Th1 response (by the increase in TNF-α and decrease in Th17), and when 

comparing the ratio of cytokines in figure 4. We noticed that the Th1/Th17 ratio increased by 

increasing Th1, whereas the Th2 response was released to promote the immune balance due to 

the immunoregulatory action of IL-10 [3,44].    

Up-regulation of Th1 influences the survival and Th2 is related to inflammatory 

processes [44]. However, the action of cytokines on Trypanosoma cruzi infection is not 

completely elucidated [21,45]. In this work, we demonstrate predominance of Th1 response 

counterbalancing the Th2 response, while we observed increased apoptosis, clinical 

improvement with higher survival rate in animals treated with Lycopodium clavatum. These 

results are consistent with recent studies [6, 46]. 

IL-6, for being able to present both anti-inflammatory and proinflammatory activity 

[47], possibly signaled activation of the classical pathway in this model, acting as Th2 

response (anti-inflammatory), demonstrating less tissue damage in the same experimental 

model [17]. This happens because in conditions in which less inflammation occurs, a lower 
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amount of this interleukin is observed, i.e., its reduction, as observed in the GLy group, 

causes fewer cytotoxic effects [48,49]. 

In GCon, increase of Th2 response, by increased IL-4 and decrease of ratio Th1/Th2 

(IL-6/IL-10, IL-2/IL-10, TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-10, INF-α/IL4, IFN-γ/IL10), demonstrates 

modulation that contributes to the pathogenesis of infection [50]. When comparing the ratio 

TNF-α/IL4 for GCon and GLy, opposite results are observed, which is consistent with the 

early mortality in GCon and increased survival in GLy. Furthermore, the positive balance of 

Th1/Th2 response and higher concentration of TNF-α, proved to be a favorable condition to 

the increased survival of animals treated with Lycopodium clavatum, which may also be 

associated with less inflammation and lower cytotoxicity [17, 36]. 

It is suggested that the increase in IL-17 (Th17) might be related to the worsening of 

Chagas disease [51] and Th1 expression might be related to resistance to infection [52]. 

Although there are still contradictions regarding the role of cytokines as modulators of T. 

cruzi infection [21], emphasizing the role of dynamic Th1/Th17 is important to understand the 

mechanism of progression or improvement of the infection by this protozoan [53,54]. Our 

results demonstrate greater benefit in GLy, expressed by the increased ratio Th1/Th17 (TNF-

α/IL-17) due to increase in TNF-α. On the other hand, the decrease in ratio Th1/Th17 

observed in GCaus (IL-2/IL-17, IL-6/IL-17, IFN-γ/IL-17) by decreased IL-2 and INF-γ (Th1), 

and no significant reduction in IL-6, was not related to increased survival compared with the 

control group. These data indicate that there was activation of Th1 response for GLy, while no 

inhibition of this immune response occurred in GCaus. 

Immunosuppressive drugs have the ability to reduce the concentration of circulating 

IL-2 [55]. It can be understood that Kalium causticum promoted immunosuppression, since in 

GCaus there was downregulation of IL-2. This result may be related to the unfavorable 

clinical course and unaltered survival observed in this group compared with GCI, contrasting 

with the positive results observed in GLy. 

Although the mechanisms of action of highly diluted compounds are not known, 

evidence suggests that they are related to homeostasis [56,57] by increased apoptosis and 

reduced inflammation in animals infected with T. cruzi [58]. When this induction of apoptosis 

does not occur, the body may use more aggressive ways to cause cell death, such as 

autophagy and necrosis, which damage other tissues, mainly by increased inflammation and 

secretion of a number of mediators [15,16]. 

The increase of apoptotic cells indicates a more beneficial and balanced way to deal 

with the infection by causing less cell damage [16]. Thus, in response to infection, only GLy 
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had significant, persistent increase in hepatocytes and splenocytes undergoing apoptosis, in 

addition to hepatocytes with apoptotic bodies inside. In future research it could be analyzed 

whether it also occurs in cells of animals not infected with T. cruzi in vivo as well in vitro 

experiments using culture of cells infected and not infected by the protozoan. 

Highly diluted compounds are capable of regulating the immune system, preserving 

organs [59] and destroying cells with alterations [60]. Treatment with GLy activated 

converging pathways towards immune responses, mediated by expression and inhibition of 

cytokines with predominance of Th1 response and increased apoptosis, providing greater 

resistance to the animals, demonstrated by clinical improvement and increased survival in this 

group. 

In summary, compounds diluted above the Avogadro constant and dynamized 

regulated the cytokines differently, increasing apoptosis and interfering with the morbidity 

with a difference in the survival of mice infected with T. cruzi. Lycopodium clavatum 

presented a better course of action with predominance of Th1 response by TNF-α increase 

counterbalancing the Th2 response and increased apoptosis, clinical improvement and higher 

survival, while Kalium causticum and Conium maculatum had decreased Th1 response. 

Conium maculatum promoted early mortality with increase of Th2 response by increased IL-

4. Among the compounds studied, L. clavatum modified the functioning of the host’s 

organism, promoting benefits, raising the possibility of using highly diluted compounds for 

the treatment of Chagas disease. 
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Associação de medicamentos homeopáticos promove diminuição da parasitemia e 

melhora clínica em camundongos infectados por Trypanosoma cruzi 

 

Resumo 

Medicamentos homeopáticos constitucionais são utilizados para desencadear reações 

no organismo, diminuindo a suscetibilidade mórbida, enquanto que os medicamentos 

organoterápicos têm como princípio a identidade biológica, restabelecendo a função do órgão 

através do homólogo sadio. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associação do 

medicamento constitucional Lycopodium clavatum com organoterápicos de baço e coração de 

camundongos sadios, sobre aspectos parasitológicos e clínicos da infecção murina por 

Trypanosoma cruzi. Em ensaio cego, controlado e randomizado, 42 camundongos suíços, 

machos, 8 semanas foram infectados IP com 1400 tripomastigotas cepa Y de T.cruzi e 

divididos em grupos: GLB – tratado com L. clavatum e organoterápico de baço 13c (n=10), 

GLC – tratado com L. clavatum e organoterápico de coração 13c (n=10), GLBC – tratado com 

L. clavatum,  organoterápicos de baço e coração  13c (n=11) e GCI tratado com (solução 

hidroalcoólica 7%) veículo de preparação dos medicamentos (n=11). Os medicamentos foram 

preparados segundo a Farmacopéia Homeopática Brasileira. O tratamento com o L. clavatum 

foi realizado 2 dias antes da infecção, e 2, 4 e 6 dias após a inoculação. O L. clavatum foi 

associado ao organoterápico 2 dias após a inoculação. Os medicamentos e seu veículo foram 

oferecidos diluídos em água (1mL/100mL) ad libitum, em bebedouro âmbar durante 16 horas. 

Os grupos experimentais foram estatisticamente comparados através de parâmetros 

parasitológicos, clínicos e sobrevida. A parasitemia total foi significativamente menor em 

GLB e GLBC em relação ao GCI (p<0,05). O GLBC apresentou pico de parasitos 

significativamente menor que todos os grupos avaliados e o maior PPP (período pré-patente) 

em relação ao GCI (p<0,05). O GLBC e GLB tiveram maior temperatura e peso corporal em 

relação ao GCI ao longo da infecção (p<0,05). No entanto, o aumento do consumo de ração 

foi significativamente maior somente no GLBC em relação ao GCI no fim do período patente 

(p<0,05), demonstrando estado mais saudável em relação aos demais grupos. Os resultados 

sugerem que as associações do medicamento constitucional ao organoterápico de baço mais 

coração, melhoram a morbidade, com melhora clínica e redução parasitária em camundongos 

infectados pela cepa Y de T. cruzi que é altamente patogênica. Os resultados encorajam o uso 

de medicamentos homeopáticos no tratamento da doença de Chagas. 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, homeopatia, organoterápico, parasitemia, menor 

morbidade. 
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1. Introdução 

A doença de Chagas representa um grave problema de saúde pública na América 

Latina, com estimativa de 10.000 óbitos/anos, segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), representando um gasto de US$ 7 bilhões/ano (1). Os medicamentos disponíveis 

apresentam diversos efeitos adversos e baixa adesão pelos pacientes, havendo a necessidade 

de se desenvolver medicamentos mais eficientes e com menos efeitos colaterais. No Brasil, 

pesquisas envolvendo a homeopatia são incentivadas considerando a aprovação da Portaria do 

Ministério da Saúde n.971/2006, regulamentando a abordagem da Política Nacional de 

Práticas Integrativas e Complementas (PNPIC) no Sistema único de Saúde (SUS).  

A homeopatia tem sido pesquisada como forma integrativa e complementar de 

tratamento de diversas doenças, via estímulos de resposta biológica. Medicamentos 

homeopáticos constitucionais são utilizados para desencadear reações no organismo, 

diminuindo a suscetibilidade mórbida, enquanto que os medicamentos organoterápicos 

(preparados a partir de órgãos de animal sadio) têm como princípio a identidade biológica, 

restabelecendo a função do órgão doente através do homólogo sadio (2,3).  

A literatura é carente de informação científica que aborde os efeitos destes 

medicamentos. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da associação do 

medicamento constitucional Lycopodium clavatum com organoterápicos de baço e coração de 

camundongos sadios, sobre aspectos parasitológicos e clínicos da infecção murina por 

Trypanosoma cruzi.  

 

2. Materiais e métodos 

2.1. Ética  

O laboratório onde foi realizada a pesquisa é credenciado pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CEUA/UEM) e adere aos princípios enunciados na 8º 

edição do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Research Council, 

2011. O Estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA-

UEM), protocolo 54/2011. 

 

2.2. Delineamento experimental 

O estudo foi realizado em ensaio cego, controlado e randomizado por sorteio. Foram 

utilizado 42 camundongos suíços, machos de 8 semanas de idade provenientes do Biotério 

Central/UEM, mantidos em biotério setorial de experimentação (laboratório de parasitologia) 
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por uma semana antes do início da pesquisa para ambientalização, sob temperatura, umidade e 

iluminação controladas com água e ração ad libitum. 

 

2.3 Grupos experimentais 

Os grupos foram divididos de forma randomizada, de modo que o peso médio para 

cada grupo não tivesse diferença estatística significativa entre si. Os animais foram infectados 

por via intraperitoneal com 1.400 tripomastigotas sanguíneos da cepa Y de T. cruzi. Foram 

constituídos os grupos: GLB – tratado com L. clavatum e organoterápico de baço 13c (n=10), 

GLC – tratado com L. clavatum e organoterápico de coração 13c (n=10), GLBC – tratado com 

L. clavatum, organoterápicos de baço e coração 13c (n=11) e GCI Grupo tratado com veículo 

de preparação do medicamento (solução hidroalcoólica 7%) (n=11). 

 

2.4. Seleção e preparo do medicamento constitucional 

O medicamento foi selecionado a partir da repertorização de animais não infectados, 

de acordo com Zandvoort (4) e Matéria Médica Homeopática (5), observando as 

características idiossincráticas do grupo, considerando comportamento, socialização e 

fisiologia. A observação dos animais foi realizada por três homeopatas, durante 30 minutos 

em ambiente silencioso, das 19:00 às 19:30, considerando o período noturno de atividade para 

roedores. As características foram inseridas no Software Lince Expert System (Albuquerque, 

EUA), chegando ao consenso de três medicamentos (Kalium causticum, Conium maculatum e 

Lycopodium clavatum), sendo que o Lycopodium clavatum cobriu o maior número de 

características da repertorização, assim foi associado ao organoterápico (6,7). Este 

medicamento foi escolhido considerando a Lei de Similitude de acordo com a prática clínica 

convencional descrita por Hahnemann (8).   

O Lycopodium clavatum (Deutsche Homöopathie-Union, Alemanha) foi preparado a 

partir da tintura mãe diluído com álcool de cereais (Agro-Industrial Tarumã Ltda, São Pedro 

do Turvo, Brasil) a 70% até a dinamização 12c (9). A dinamização de uso dos medicamentos 

(13c) foi preparada em álcool 7 %, utilizando dinamizador mecânico (Dinamizador 

AUTIC®).  

 

2.5. Seleção e preparo dos medicamentos organoterápicos 

As características reticulotrópicas da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram 

consideradas para o tropismo no baço, fígado e coração (10) e selecionou-se o medicamento 
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preparado a partir de fragmentos frescos de coração e baço sadios de camundongos suíços de 

8 semanas. 

Os organoterápicos foram preparados a partir do macerado de seus respectivos 

órgãos e diluídos com álcool de cereais (Agro-Industrial Tarumã Ltda, São Pedro do Turvo, 

Brasil) a 70% até a dinamização 12c (9). A dinamização 13c de uso dos medicamentos foi 

preparada em álcool 7% (9).  

 

2.6. Controle de infecção 

Como controle foi utilizado o álcool 7%, veículo de preparação dos medicamentos, 

de acordo com a Farmacopéia Homeopática Brasileira (9). 

 

2.7. Esquema de tratamento 

Todos os grupos receberam o tratamento com o L. clavatum 2 dias antes da infecção 

e 2, 4 e 6 dias após a inoculação. Segundo prática clínica, o L. clavatum foi associado ao 

organoterápico 2 dias após a inoculação. Os medicamentos e seu veículo foram sucussionados 

e oferecidos diluídos em água (1mL/100mL) ad libitum, em bebedouro âmbar, over night, 

durante 16 horas (11).  

Os medicamentos foram preparados na dinamização 13c (diluição 1:1026) 

entendendo a infecção experimental murina por T. cruzi como uma patologia aguda e 

considerando os camundongos suíços como animais de pequeno porte (12). 

 

2.8. Parâmetros avaliados 

Parâmetros Parasitológicos 

A parasitemia foi avaliada segundo técnica de Brener (13), com contagem diária de 

parasitos a partir do primeiro dia de infecção, até resultado negativo por três exames 

consecutivos ou até a morte do animal. A curva de parasitemia foi traçada utilizando a 

parasitemia média para cada grupo. A partir da curva de parasitemia foram obtidos período 

pré-patente (PPP - tempo entre a inoculação e o primeiro dia de positividade no exame de 

sangue a fresco), período patente (PP – tempo médio, em que o parasito foi detectado no 

sangue), pico máximo de parasitemia (PMax - maior parasitemia média observada) e 

parasitemia total (PT - média da soma da parasitemia de cada camundongo ao longo do 

experimento). 
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Parâmetros clínicos 

Os animais foram avaliados durante cinco dias antes da infecção, no dia da infecção 

e 27 dias consecutivos após a infecção em horário fixo (14). Os seguintes parâmetros foram 

avaliados: Peso - expresso em grama (g), avaliado individualmente em balança digital BEL 

engineering® - Class Mark II 500g; Temperatura - expressa em grau centigrado (ͦ C), medida 

individualmente na região anterior da coxa traseira esquerda (menor quantidade de pêlos) 

utilizando termômetro infravermelho digital Icel (modelo TD-920.0387); Consumo de água 

e ração - expressos em mililitro (mL) e grama (g), respectivamente. Avaliados coletivamente, 

considerando o valor inicial oferecido ao grupo subtraído do valor medido após um dia de 

consumo. O valor obtido foi dividido pelo número de animais para estimar valores 

individuais; Quantidade de excretas - expresso em grama, foi obtido pela pesagem da cama 

das gaiolas antes do uso subtraída do valor da pesagem após um dia de uso. Foram 

consideradas fezes e urina conjuntamente; Análise qualitativa: foi realizada utilizando 

categorias numéricas definidas como: zero para não e 1 (um) para sim, sendo analisado a 

agitação do animal durante a análise. 

 

Análise de sobrevida 

Foi avaliada até 85 dias após a infecção e calculado o tempo médio de vida para cada 

grupo, considerando GLB (n=7), GLC (n=7), GLBC (n=8), GCI (n=8). 

 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada pela comparação dos diferentes parâmetros entre os 

grupos tratados e controle, utilizando teste “t” de Student (dados paramétricos) e o teste de 

Mann-Whitney (dados não paramétricos), utilizando o Software Statistic 8.0. A análise de 

sobrevida foi realizada com o teste Logrank - programa R.2.10.0. O nível de significância 

adotado nos testes foi de 5%. 

 

3. Resultados 

Parâmetros Parasitológicos 

A parasitemia total foi significativamente menor em GLBC e GLB comparada a GCI 

(p<0,05).  (Figura 1, Tabela 1). Os três grupos que receberam medicamentos altamente 

diluídos apresentaram menor pico de parasitos no 8º dia de infecção quando comparados ao 

GCI (p<0,05). GLBC apresentou o maior período pré-patente em relação a todos os grupos 

(p<0,05). GLB apresentou maior período patente em relação ao GCI (p<0,05). No entanto, 
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embora não significante, o grupo GLB e GLBC demonstraram estimativa de tempo de 

sobrevivência de 11,8 dias e 10,6 dias, com 14% e 12% dos animais vivos respectivamente 

(Figura 2). 

 

Tabela 1. Parâmetros parasitológicos em camundongos Swiss, machos, oito semanas, 

infectados com 1400 tripomastigotas sanguíneos de T. cruzi, cepa Y, tratados com associação 

de medicamento constitucional Lycopodium clavatum 13c (L), organoterápicos de baço (B), 

organoterápico de coração (C) e com solução hidroalcoólica a 7% (GCI). 

Grupos PPP (dias) PP (dias) PMax (x106) Ptotal (x106) Estimativa de 

sobrevida (dias) 

GCI 4,1±0,3 

 

10,8±4,6 7,6±2,5 12±4 25 

GLC 4,1±0,3 11,3±5,2 6,0±1,8* 12±4,8 25 

GLB 4,1±0,3 13±5* 5,4±2,2* 10,3±4,0* 

 

85 

GLBC 4,7±0,9* 10,2±4,4 4,2±1,9* 7,5±2,7* 85 

*Diferenças significativas em relação ao GCI (p<0,05); Dados apresentados com média mais 

ou menos o desvio padrão. PPP (período pré-patente), PP (período patente), PMax (pico 

máximo de parasitos no 8º dia de infecção), Ptotal (parasitemia total). 

 

Figura 1 – Curva de parasitemia média de camundongos “Swiss” machos, 8 semanas de vida, 

submetidos ao inoculo com 1400 formas tripomastigotas sanguíneos da cepa Y do T. cruzi, 

tratados com solução hidroalcoólica a 7º GL (GCI); Lycopodium clavatum e organoterápico 
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de coração (GLC); Lycopodium clavatum e organoterápico de baço (GLB); Lycopodium 

clavatum, organoterápicos de baço e coração (GLBC). * p<0,05. 

Figura 2 – Análise de sobrevida de camundongos submetidos ao inoculo com 1400 formas 

tripomastigotas sanguíneos da cepa Y do T. cruzi, tratados com solução hidroalcoólica a 7º 

GL (GCI); Lycopodium clavatum e organoterápico de coração (GLC); Lycopodium clavatum 

e organoterápico de baço (GLB); Lycopodium clavatum, organoterápicos de baço e coração 

(GLBC). 

 

Parâmetros Clínicos 

A tabela 2 resume os dados dos parâmetros clínicos obtidos. O grupo GLBC 

apresentou melhora na condição clínica, expressa pelo aumento da temperatura, maior 

quantidade de ração consumida e ganho de peso corporal em relação a GCI (p<0,05). 

Os grupos GLB e GLBC apresentaram temperatura corpórea mais elevada do que 

GCI, desde o início da infecção até o 19º dia após a inoculação (p<0,05), enquanto que GLC 

apresentou aumento de temperatura em relação ao GCI do início da infecção até o 13º dia 

após a inoculação (p<0,05). 

O ganho de peso foi observado nos grupos GLBC e GLB em comparação ao GCI no 

final do período patente, correspondente ao 20-25 dias de infecção (p<0,05). Em 

contrapartida, o GLC apresentou redução deste parâmetro neste mesmo período em relação ao 

GCI (p<0,05). 

Durante o período do início da infecção até o 8º dia de infecção, correspondente ao 

maior pico de parasitos circulantes, houve aumento do consumo de água em todos os grupos 

tratados com os medicamentos altamente diluídos em relação ao GCI (p<0,05). 
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O maior consumo de ração foi observado no grupo GLBC em relação ao GCI no 

final do período patente (20-25º dias de infecção) e a maior quantidade de excretas foi 

observada nos grupos GLB e GLBC do 9º ao 13º dias de infecção em relação ao GCI 

(p<0,05). 

No parâmetro qualitativo, a maior agitação dos animais apenas pode ser observada 

no grupo GLBC em relação ao GCI (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 82 

Tabela 2. Parâmetros clínicos em camundongos Swiss, machos, oito semanas, infectados com 

1400 tripomastigotas sanguíneos de T. cruzi, cepa Y, tratados com associação de 

medicamento constitucional Lycopodium clavatum 13c (L), organoterápicos de baço (B), 

organoterápico de coração (C) e com solução hidroalcoólica a 7% (GCI). 

Grupos Dia de 

Infecção 

Temperatura 

corporal (ºC) 

 

Peso 

(g) 

Água 

(mL) 

Ração 

(g) 

Excretas 

(g) 

GCI 0-8 32,7±1,2 43,5±3,8 10±1,3 8,2±1,2 8,9±3,5 

9-13 31,6±0,9 41,7±3,7 4,9±1,5 2,2±1 3,3±0,5 

14-19 28,4±2,1 37,2±4 4,9±4,3 2,7±1,9 5,7±3 

20-25 29,6±1,8 34,5±1,7 15±0 3,9±2,1 11,7±2,8 

GLC 0-8 33,4±1,5* 42,7±3,2 10,7±1,4* 8,8±1,2* 9,5±4 

9-13 32,5±0,7* 44±3,5 5,2±1,8 2,9±1,4 3,8±0,4 

14-19 28,4±1,5 38,4±4 2,9±2 2,1±0,9 3,8±2,5 

20-25 28,5±1,8 31,1±2,8* 10±4,4 4,3±2,1 9,7±3,7 

GLB 0-8 33,6±1,2* 43,6±3,2 10,6±1* 8,6±1,3 9,7±3,7 

9-13 33,2±0,9* 45,8±4,4* 5,9±2,4 3,6±1,6* 4,6±0,2* 

14-19 29,8±1,8* 41,1±4,2* 2,8±1,7 2,1±1,2 3,6±0,8 

20-25 30,3±1,7 38,5±2,1* 7,2±0,8 4,2±0,7 4,7±0,4 

GLBC 0-8 33,8±1* 42,6±3,5 10,4±1,2* 7,8±0,7* 8,7±3,3 

9-13 32,7±1,2* 42,8±3,5 6±2,7 3,2±1,6* 3,8±1,3* 

14-19 30,2±1,3* 38±1,2 5±4,4 2,4±2,3 5,1±2,7 

20-25 28,4±2,8 37,4±1,2* 11,2±2,3 7,5±2,6* 10,5±3,9 

*Diferenças significativas em relação ao GCI (p<0,05) em mesmo período avaliado. 

 

4. Discussão: 

Ao reduzirem a parasitemia, os medicamentos altamente diluídos interferiram no 

curso da infecção, proporcionando estímulo inicial de controle, induzindo o organismo a 

promover alterações fisiológicas de contra-regulação através de mecanismos homeostáticos 

(15).  
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O benefício do bioterápico de baço e coração associados ao medicamento 

constitucional (grupo GLBC) pôde ser verificado através do maior PPP observado (p<0,05), 

da menor parasitemia com menor pico de parasitos em relação a todos os grupos avaliados 

(Tabela 1). A tendência a aumentar o PPP e não aumentar o PP foi demonstrado em trabalhos 

anteriores, significando benefício para animais tratados, indicando o controle da infecção 

(11,16) em modelo animal extremamente sensível à cepa de T. cruzi utilizada (6).  

A melhor condição clínica apresentada por GLBC, expressa pelo aumento da 

temperatura, maior consumo de ração e ganho de peso corporal em relação ao GCI (p<0,05) 

representa maior homeostase (17). Embora GLB tenha apresentado maior ganho de peso em 

relação ao GCI, a intervenção não foi suficiente para promover estado final mais saudável, 

como ocorreu em GLBC que apresentou aumento significativo do consumo de ração em 

relação ao GCI (p<0,05) no fim do período pré-patente.  

A ingestão de alimento aumentada demonstra a melhor evolução clínica dos animais 

(18). A maior agitação apresentada em GLBC mostra a recuperação do estado letárgico 

produzido pela infecção, apesar de não ter sido demonstrada diferença significativa na 

sobrevida entre os grupos. Isto se dá por se tratar de infecção com uma cepa que provoca 

mortalidade de todos os animais infectados nas condições experimentais deste trabalho (10).  

A melhora clínica/redução parasitária em GLBC se devem à soma de efeitos dos 

medicamentos utilizados. Pesquisas mostram que medicamentos altamente diluídos, ativam 

ou inibem ações celulares específicas, refletindo na condição da saúde do animal (19,20,21), 

enquanto que o organoterápico age restabelecendo a função do órgão através do homólogo 

sadio, servindo de modelo de informação para direção de reação do organismo.  

O organoterápico independente do órgão utilizado, sem a associação não foi eficiente 

para manter o equilíbrio biofisiológico, estimulando fortemente o organismo e levando a uma 

resposta máxima do sistema biológico como observado em estudos anteriores (22). Isto pode 

ter ocorrido porque camundongos são naturalmente muito sensíveis à infecção por T. cruzi. 

Como alternativa de maximizar os resultados, a utilização de um modelo experimental mais 

resistente (Rattus norvegicus, por exemplo) que manteria maior equilíbrio hospedeiro-parasito 

durante a infecção, permitiria evidenciar os efeitos benéficos do tratamento (23). Ainda 

poderia ser preparado organoterápico a partir de órgãos de espécie mais resistente ao T. cruzi. 

O organoterápico ao passar a informação de resposta de organismo sadio ao 

hospedeiro infectado possivelmente modulou informações imunofisiológicas que foram 

fornecidas de forma específica, neste modelo experimental utilizado, reproduzindo a resposta 

de estado saudável ao hospedeiro através da homeostase, observado através de melhor 
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morbidade e menor parasitemia (25). No entanto a espécie utilizada para a preparação dos 

organoterápicos é também muito sensível (10,24). Com a utilização de modelo mais resistente 

seria possível observar mais claramente o efeito equilibrado e benéfico do medicamento, 

refletido também na maior sobrevida de animais infectados por T. cruzi (25). 

Os resultados sugerem que as associações do medicamento constitucional ao 

organoterápico de baço mais coração, normais, diminuem a morbidade da infecção, com 

melhora clínica pela redução parasitária em camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi, 

que é altamente patogênica e provoca mortalidade de todos os animais infectados, quando não 

tratados (10). 
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CAPÍTULO III 

CONCLUSÕES 

Nas condições em que os experimentos foram realizados podemos concluir que os 

parâmetros imunológicos, histológicos, imunohistoquímicos, parasitológicos e clínicos 

realizados em camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi submetidos a diferentes 

tratamentos medicamentos altamente diluídos mostrou que: 

1) Medicamento constitucional Lycopodium clavatum 13c aumenta o número de 

megacariócitos e células de Kupffer; 

2) Medicamento constitucional Lycopodium clavatum 13c aumenta sobrevida; 

3) Medicamento constitucional Conium maculatum 13c provoca mortalidade precoce; 

4) Medicamentos constitucionais Kalium causticum 13c, Conium maculatum 13c e 

Lycopodium clavatum 13c aumentam o número hepatócitos e esplenócitos em 

apoptose, enquanto que apenas o Lycopodium clavatum 13c acompanha aumento do 

número de corpos apoptóticos no fígado; 

5) Medicamentos Kalium causticum 13c e Conium maculatum 13c aumentam resposta 

Th2 e Lycopodium clavatum 13c gera predomínio de resposta Th1; 

6) Medicamento constitucional Lycopodium clavatum 13c melhora a clínica com 

aumento de temperatura do 6º ao 23º dias de infecção, aumento do consumo de água 

entre o 2º-5º e 10º-13º dias de infecção e aumento da mobilidade locomotara ao longo 

da infecção; 

7) Associação dos medicamentos organoterápicos de baço, coração e Lycopodium 

clavatum 13c aumentam o período pré-patente e redução da parasitemia total com 

menor pico de parasitos no 8º dia de infecção; 

8) Associação dos Medicamentos organoterápicos de baço, coração e Lycopodium 

clavatum 13c melhora a condição clínica dos animais, expressa por maior temperatura, 

maior consumo de ração consumida e ganho de peso em relação aos animais não 

tratados e infectados; 

9) As análises realizadas neste trabalho mostraram que medicamentos altamente diluídos 

são capazes de modular resposta imunofisiológica, promovendo melhora da patologia 

provocada na infecção pela cepa Y de Trypanosoma curzi, podendo este tipo de 

medicamento tornar-se uma alternativa para o tratamento etiológico da doença de 

Chagas. 
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PERSPECTIVAS 

Realizar análise citológica descritiva; 

Analisar ultra-estruturas celulares através da microscopia de transmissão; 

Aplicar a espectrofotometria em diferentes dinamizações dos medicamentos; 

Utilizar linhagens de camundongos mais resistentes e cepas menos patogênicas; 

Realizar a análise comportamental dos animais através do Software Ethonvision 

Basic System; 

Analisar a cinética de citocinas e de cortes histológicos do baço, coração e fígado. 
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APÊNDICE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 90 

 


	ROZENCWAJ, J. Organotherapy, Drainage & Detoxification: A starting point to safe practice for Homeopaths, Herbalists, Naturopaths, Traditional Healers and enlightened Medical Doctors. Ed. Emryss. Kandern, Germany, 2010, 284 p.

