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Rattus norvegicus infectados com Trypanosoma cruzi: efeitos clinicos do
tratamento com Lycopodium clavatun e Phosphorus ultrailuidos.

RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, ¢ uma enfermidade
tipicamente tropical e amplamente dispersa no continente americano, representando um
desafio para a saide publica na América Latina. No Brasil, apenas o benznidazol esta
disponivel para o tratamento da afeccdo e este, além de apresentar eficdcia limitada na fase
crOnica, possui ainda alta toxidade e efeitos adversos importantes que diminuem a adesdo do
paciente ao tratamento. Neste sentido, a busca por novas abordagens terapéuticas mais
efetivas e menos toxicas tem impulsionado o estudo de medicamentos ultradiluidos,
oferecendo esperanca e beneficio para pacientes chagasicos. Além disso, pesquisas que
utilizem medicamentos homeopaticos com observacdes e experimentacdes controladas
associadas a modelos experimentais mais resistentes possibilitam a obtencdao de informacgdes
clinicas que oferecem melhores condi¢des de estudo. Este ensaio ¢ composto de um artigo no
qual abordamos os resultados de experimentos com medicamentos homeopaticos,
Lycopodium clavatum (LY) e Phosphorus (PH), substincias naturais que apresentam efeitos
bioldgicos importantes no tratamento da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi em ratos Wistar. Os
parametros clinicos avaliados incluiram peso, temperatura, consumo de 4gua e racao,
quantidade de excretas, frequéncia cardiaca e respiratoria, didmetro e comprimento intestinal,
aspectos da pelagem e das fezes. Os resultados mostraram que a utilizagdo de quimioterapicos
obtidos de produtos naturais, Lycopodium clavatum e Phosphorus 13DH, trouxeram
beneficios aos animais tratados. A utilizacdo de Lycopodium clavatum e Phosphorus diluidos
na proporgdo de 1:1x10%, apresentaram efeitos benéficos diferentes. Dez e cinco pardmetros
de 14 analisados mostraram efeitos positivos para LY e PH, respectivamente. Os pardmetros

consumo de 4gua e racdo, quantidade de excretas, diarreia, queda de pelos, frequéncia



cardiaca e respiratoria, € comprimento intestinal apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle infectado o que reforca a importancia do aprofundamento de estudos com

T. cruzi versus medicamentos ultradiluidos.

Palavras-chave: Doenca de chagas, medicamento homeopatico, ratos Wistar, Trypanosoma
cruzi.



Rattus norvegicus infected with Trypanosoma cruzi: clinical effects of treatment
with Lycopodium clavatun and Phosphorus hight diluted.

ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a disease typically tropical
and widely dispersed in the Americas, representing a challenge to public health in Latin
America. In Brazil, only benznidazole is available for the treatment of this condition and,
besides having limited efficacy in chronic phase, also has high toxicity and significant adverse
effects that reduce patient compliance to treatment. In this sense, the search for new
therapeutic approaches more effective and less toxic has driven the study drug highly diluted,
offering hope and benefit to patients with Chagas disease. Furthermore, studies using
homeopathic medicines with controlled experiments and observations associated with
experimental models toughest possible to obtain clinical information that offer best study
conditions. This test consists of a paper in which we discuss the results of experiments with
homeopathic medicines, Lycopodium clavatum (LY) and Phosphorus (PH), natural substances
that have important biological effects in the treatment of Trypanosoma cruzi infection in
wistar mice. Clinical parameters included weight, temperature, water consumption and diet,
amount of excreta, heart rate and breathing, intestinal length and intestinal stenosis, aspects of
fur and feces. The results showed that the use of chemotherapeutics derived from natural
products, Lycopodium clavatum 13DH and Phosphorus, brought benefits to treated animals.
The use of Lycopodium clavatum and Phosphorus and diluted 1:1x10* showed beneficial
effects different. Ten and five of 14 parameters analyzed showed positive effects for LY and
PH, respectively. The parameters of water and feed consumption, amount of feces, diarrhea,
drop by, heart rate and respiratory, intestinal length and showed a significant difference
compared to control infected which reinforces the importance of further studies with T. cruzi

versus drugs hight diluted.

Keywords: Chagas disease, homeopathic medicine, Trypanosoma cruzi, Wistar rats.
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CAPITULOI:
1.1. Trypanosoma cruzi

Muitas doengas parasitarias de importancia médica e veterindria sdo desencadeadas
por diferentes espécies do género Trypanosoma, principalmente na Africa, Asia, América
central e América do Sul'.

O Trypanosoma cruzi, CHAGAS 19092, ¢ o agente causador da doenga de Chagas. E
um protozoario flagelado da familia Trypanossomatidade que parasita mamiferos e tem como
hospedeiros invertebrados insetos de inumeras espécies de hemipteros hematofagos,
artropodes pertencentes a classe Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae e géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus®. Mais de 100 espécies de
triatomineos sdo vetores potenciais de 7. cruzi, das quais 52 ja foram descritas no Brasil**®.

No Brasil, uma das formas de transmissao da doenga a humanos ¢ a outros mamiferos
¢ por intermédio de seus hospedeiros invertebrados, vetores conhecidos como barbeiros,
chupanga, fincdo, bicudo, chupdo °.

Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado e infectado pelo 7. cruzi, o
triatomineo ingere os tripomastigotas que posteriormente transformam-se em epimastigotas e
multiplicam-se no intestino médio do artrépode. Apds migrarem para o intestino posterior do
inseto, diferenciam-se nas formas infectantes do parasito, tripomastigotas metaciclicos, que
podem invadir uma variedade de tipos celulares®. A transmissdo é resultado da contaminagido
de conjuntivas, mucosas ou lesdes cutidneas por fezes e/ou urina dos vetores, produzidas

378 Qutras formas de transmissdo

durante a alimenta¢do com sangue em um mamifero
descritas incluem a transfusdo sanguinea, transmissdo pelas vias oral e transplacentérias,
transplante de 6rgdos e ainda acidentalmente em laboratorios’.
1.1.1. Infecgdo experimental murina com a cepa Y de 7. cruzi.

A cepaY do T, cruzi, isolada por Silva & Nussenzweig ', é considerada uma cepa de
referéncia por apresentar caracteristicas bem definidas como alta viruléncia e patogenicidade,
resisténcia parcial a quimioterapicos !, pico maximo de parasitos até o 12° dia de infecgdo e
taxa de mortalidade em camundongos de 100% quando ndo tratada '>'’. Esta cepa apresenta
ampla utilizacdo em modelo murino, constituindo-se em um 6timo modelo experimental para
avaliacdo de interven¢des medicamentosas o que a tornaram uma cepa de referéncia, sendo
provavelmente uma das mais citadas e estudadas na literatura sobre 7. cruzi ',

A manutengdo da cepa pode ser realizada em laboratorio por meio de sucessivas

passagens em camundongos que desenvolvem a fase aguda da infeccdo mantendo suas
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caracteristicas sem alteracdo de parametros parasitologicos, mesmo apds longos periodos de
tempo >'°. Devido a suscetibilidade a infec¢do e a facil manutengdo da cepa em laboratério, o
modelo murino apresenta uma quantidade de dados acumulados na literatura que
proporcionam seguranc¢a ¢ confiabilidade para a pesquisa de protocolos de tratamento, para
melhora da abordagem terapéutica .

Os roedores tém sido os animais mais utilizados pelos centros de pesquisa por
possuirem caracteristicas fisiologicas e genéticas semelhantes a dos humanos o que permite o
estudo de uma grande variedade de parametros que refletem sinais e sintomas que sao

observados também na infec¢do humana '*"

. Alguns protocolos de pesquisa com parametros
clinicos ja estabelecidos proporcionam uma analise clinica mais minuciosa auxiliando na
avaliagdo de interven¢des medicamentosas na infec¢do experimental pelo 7. cruzi®.

Em ratos a infec¢do manifesta-se de maneira menos letal com maior sobrevida dos
animais podendo oferecer melhores condi¢des de estudo de infecgdes cronicas?'. Também
pelo maior porte dos ratos em relacdo aos camundongos € possivel fazer avaliagdes clinicas
mais minuciosas®'.

1.2. DOENCA DE CHAGAS:
1.2.1. Epidemiologia atual.

A doenca de Chagas, tipicamente tropical ¢ amplamente dispersa no continente
americano e representa um desafio para a satde publica na América Latina .

A Organizacdo Mundial da Saude considera a doenca de Chagas como endémica em
18 paises e estima que cerca de 13 milhdes de individuos nas Américas Central e do Sul
estejam infectados. Anualmente registra-se 200 mil novos casos mundiais e 25 milhdes de
pessoas estdo sob o risco de infecgdo na América Central e do Sul. As regides endémicas
destacadas na América Latina sdo paises como Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile,
Colombia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana,
Honduras, México, Nicardgua, Panama4, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela >,

Considerando ainda a crescente migracao de populacdes, cresce o risco de transmissdo
por transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos em diversos outros paises fora da América
Latina'. O aumento na transmissio da doenca envolve novos desafios epidemioldgicos,
econOmicos, sociais e politicos, além dos ja conhecidos relacionados a saude publica o que
torna a doenga de Chagas mais do que uma simples zoonose, um problema de satude global *.

No Brasil, segundo o Ministério da Satde, entre os anos de 2005 e 2010 foram
notificados 703 casos da forma aguda da doenga, com predominéncia no norte do pais, dos

124

quais 93% dos casos foram notificados na Amazonia Legal ~*. Esta regido apresenta uma série
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de determinantes bioldgicos e sociais que facilitam a transmissao que levam a forma aguda da
doenca. Entre eles a diversidade de reservatorios silvestres de 7. cruzi que resultam em
intenso ciclo de transmissao silvestre e atividades laborais regionais como o extrativismo de
fibra de piacava e consumo de alimentos in natura contaminados e com altas cargas
parasitarias *.

A principio, a doenga era considerada como uma enzootia de animais silvestres e
posteriormente sofreu adaptagdes nos triatomineos, vetores presentes nos ciclos da agricultura
e pecudria *°. Apesar de sua incidéncia ter diminuido nas tltimas décadas devido as medidas
profilaticas adotadas e ao processo de urbanizagdao da populagdo, a doenga de Chagas ainda ¢
prevalente no territorio brasileiro”.

A organizac¢do Pan-Americana da Saude no ano de 2006 certificou o Brasil como livre
da transmissao vetorial pelo Triatoma infestans, porém a certificacdo representa a eliminacao
da transmissdo do parasito, especificamente pelo 7. infestans, € ndo a interrupgao definitiva da
transmissdo, alertando para necessidade de a¢des de manutengio do controle de vigilancia'.

Hé mais de 100 anos de sua descoberta, a medida que algumas formas de transmissao
se tornaram menos comuns, como a vetorial e a transfusional, outras emergiram e se tornaram
mais aparentes. Atualmente a transmissdo vetorial extradomiciliar, ou seja, aquela em que os
mecanismos de transmissdao envolvem a participacdo do homem e que poderia ser considerada
acidental tornou-se hoje, a forma de transmissdo mais importante e prevalente no Brasil 2%,

Apesar da doenca de Chagas ter apresentado progresso em termos de conceitos e
aplicagoes, a transformacgao social que envolve a conscientizagdo da populacdo, com a pratica
de habitos mais higiénicos e o tratamento da doenga, ainda necessitam de avancos. O grande
contingente de casos de infeccdo chagésica cronica acumulado ao longo dos anos
caracterizam uma situacdo epidemioldgica com novos desafios de vigilancia, controle,
diagnostico e tratamento da doenga®.

1.2.2. Formas clinicas.

A doenga de Chagas apresenta duas formas clinicas distintas que sdo definidas como a
fase aguda (aparente ou inaparente) e a fase cronica (indeterminada)”. A fase aguda
corresponde ao periodo inicial da infeccdo pelo 7. cruzi com parasitemia detectdvel por
exames parasitologicos diretos do sangue. Esta fase possui curta duragdo, no homem de 4 a 12
semanas, alto parasitismo tecidual e parasitemia patente que tende a se reduzir na fase cronica
da doenga devido a resposta imune do hospedeiro frente ao parasita®".

Na maioria dos pacientes, a fase aguda ¢ assintomatica ou oligossintomatica. Quando

aparente, os pacientes apresentam sintomas frequentes que incluem febre, sonoléncia, mialgia,



19

diarréia, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, conjuntivite unilateral (sinal de Romana),
edema e taquicardia*'?. Secundariamente & infecgdo pelo parasito na fase aguda da doenga
ocorrem complicagdes clinicas que podem ocasionar o Obito do paciente™.

A redugdo nos niveis de parasitemia ocorre apos o estabelecimento da resposta imune
especifica contra antigenos de 7. cruzi. A remissdao completa de sinais e sintomas clinicos num
periodo de 60 a 90 dias associada a redugdo nos niveis de IgM, assim como aumento nos
indices de IgG, definem a passagem da fase aguda para a fase cronica da doenga'. A auséncia
da sintomatologia pode tornar a infeccdo despercebida na maioria dos pacientes explicando
porque na maioria dos casos agudos o progndstico ¢ definido como benigno, com remissao
completa de sinais e sintomas num periodo de 60 a 90 dias, com ou sem intervengao
medicamentosa®'?,

Na fase cronica da doenca algumas alteracdes clinicas sdo observadas, entre elas as
cardiacas (forma cardiaca), digestivas (forma digestiva) ou as duas associadas (forma mista).
Pode ainda nao ser observardo sintomas (forma indeterminada), sem alteragdes tanto no
eletrocardiograma quanto nas radiografias de térax, permanecendo o paciente positivo anos
desta forma *'*%,

A manifestacdo mais séria e frequente da doenga de Chagas cronica ¢ a cardiopatia
chagésica, principal causa de morte em pacientes de 30 a 50 anos na América Latina. A
cardiopatia ¢ caracterizada por processo inflamatério com miocardite fibrosante cronica que
ocorre anos ou décadas apos a infec¢do inicial e varia muito de acordo com a extensdo e a
localizagdo das lesdes cardiacas®™ -4,

Os pacientes com a doenca de Chagas cronica desenvolvem desordens na motilidade
do trato digestorio, esdfago e colon, com diminuicdo do transito e dificuldade de
esvaziamento o que resulta no aumento do calibre do 6rgdo, caracterizado como megaesofago
e megacolon. O envolvimento do sistema nervoso autdnomo precede as alteracdes observadas
nesses Orgaos® %,

As variagdes clinicas dependem de fatores inerentes ao parasito (cepa, viruléncia,
tropismo) ¢ a individualidades do hospedeiro (idade, perfil da resposta imune)'.

1.3. TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

Embora alguns avangos no controle de vetores nos paises da América Latina tenham

reduzido a incidéncia da doenga de Chagas, o tratamento dos casos cronicos e a grande

quantidade de casos na fase aguda da doenga ainda sdo problemas e constituem um desafio

para a saude publica®.
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O protocolo terapéutico data da década de 60, quando pesquisadores utilizaram

nitrofuranos e descreveram sua efetividade na fase aguda da infec¢do experimental pelo 7.
.39 , , . , . . , . ;. .

cruzi. ApOs varias décadas, existem disponiveis para o tratamento clinico com efeito

parasiticida apenas duas drogas: o nifurtimox e o benznidazol***"**,

No Brasil, apenas o benznidazol estd disponivel com aplicabilidade na fase aguda e
com eficacia observada na maioria dos pacientes, porém na fase cronica seu efeito ¢ limitado.
Este medicamento possui diversas limitagdes, como necessidade de administragcdo por longos
periodos, alta toxidade e efeitos adversos importantes que impedem a continuidade do
tratamento e resulta em baixa adesdo pelos pacientes®. As rea¢des adversas mais frequentes
sdo a dermatite (20-25% dos pacientes tratados) e alteracdes digestivas como anorexia e perda
de peso (5% dos pacientes tratados) e podem ser observadas em até 50% dos pacientes
tratados, com aproximadamente 18% dos casos culminando em descontinuidade do

tratamento, devido aos desconfortos observados* #6444,

O Ministério da Saude, através do Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas
“Tratamento Etioldgico da Doenca de Chagas™ recomenda a utilizacdo do benznidazol como
droga de escolha nas fases aguda e cronica recente e na prevengao da infeccao congénita pelo

T. cruzi, independente do mecanismo de transmissdo®®”.

O tratamento durante a fase aguda da doenga consegue cura entre 30 a 80% dos casos
relatados, incluindo os congénitos, levando a regressao dos sintomas e obtencao de razoaveis
taxas de cura parasitologica. Em geral, quanto mais precocemente feitos o diagnostico € o
tratamento da infeccdo chagasica, melhores sdo os resultados de cura. Conforme dados
apresentados por Andrade et al. (1996) , a administragdo do benznidazol é recomendada

como medida de satde publica para criangas soropositivas.

Na fase cronica da doenga, a eficacia do medicamento nas indicagdes clinicas para
pacientes com cardiopatia chagasica tém sido controverso. Alguns resultados mostram-se
positivos com interrup¢io e reversdo do quadro clinico destes pacientes®****>*, Porém, outros
resultados foram obtidos em estudos sobre a evolucao clinica da doenga cronica, mostrando
que pacientes tratados apresentaram parasitemia persistente e alteragdes progressivas de
eletrocardiograma, assim como observado nos pacientes que ndo receberam tratamento
algum™**. Nesta fase, a eficacia terapéutica ¢ restrita com cura parasitologica de que varia de

0 a 20% ¥4

A quimioterapia para o tratamento da doengca de Chagas ndao t€ém se mostrado

satisfatoria e a busca por uma terapia mais eficiente ou alternativas de tratamento que
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valorizem os efeitos antiparasitarios e reduzam os efeitos indesejaveis do benznidazol tem
sido perseguida por muitos autores, constituindo esperanca no manejo de pacientes com a

infeccdo pelo T, cruzi 506001,

Conhecimentos mais recentes sobre a biologia e a genética do parasito t€ém sido
abordados na literatura, permitindo o aparecimento de novas propostas terapéuticas como a
identificacdao de vacinas, imunoterapias com vacinas de DNA e transplantes de células tronco

no reparo de musculo cardiaco acometido pela doenga .

De acordo com FERRAZ (2005), alguns antifingicos de Ultima geragdo sdo capazes
de inibir enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol. Nesta busca, varios quimioterapicos
tém sido obtidos, alguns de produtos naturais, outros de principios quimicos com bons
resultados em estudos experimentais, porém as informagdes sao ainda preliminares. Como
ainda ndo h4 a disponibilidade de um medicamento eficaz e pontual para a doenca de Chagas,
a busca por novas terapias que possam reduzir os efeitos colaterais e toxicos do benznidazol

oferecem ao paciente chagéasico esperanga por uma melhor qualidade de vida 6%,

1.4. HOMEOPATIA

A homeopatia ¢ uma modalidade terapéutica que possui como idealizador o médico
alemao Samuel Hahnemann (1755-1843) cujo principio central baseia-se na “Lei de
Similitude” em que substancias sdo submetidas a dilui¢des seriadas e sucgdes ritmadas
(dinamizag¢do). Este processo despertaria propriedades medicinais latentes em substancias em
seu estado bruto, conservando uma condi¢do curativa contra doengas com sintomas
semelhantes a aqueles produzidos pela substancia quando administrada em individuos saos,
fendmeno definido como patogenesia®*®'.

No Brasil, a medicina homeopdtica foi reconhecida como uma especialidade pela
Associagdo Médica brasileira em 1979, pelo Conselho Federal de Medicina em 1980 e
atualmente recebe estimulo através da instituigdo de uma “Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satide”® %%,

Os medicamentos que seguem os principios de semelhanga e reproduzem o conjunto
de caracteristicas fisicas e mentais do individuo sdo chamados de medicamentos
constitucionais. A abordagem terapéutica adequada desta terapia deve fortalecer a acdo
defensiva do individuo promovendo regulacdo do sistema imunologico e consequente
aumento na eficicia do processo de cura do organismo®*.

O desenvolvimento de pesquisas com a utilizacdo de medicamentos ultradiluidos em

modelos experimentais bem definidos e mais resistentes, com maior sobrevida dos animais,
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podem oferecer melhores condigdes de estudo e auxiliar no esclarecimento de duvidas quanto
ao mecanismo de acdo destas substidncias o que constitui esperanga para o tratamento de
pacientes cronicos da doenga de Chagas.

1.4.1. Utilizagdo de medicamento homeopatico como perspectiva para o tratamento da
infeccdo pelo T cruzi.

Devido a agdo limitada e aos efeitos adversos observados no tratamento dos pacientes
chagdasicos com a utilizacdo do benznidazol, a busca por novos medicamentos mais efetivos e
menos toxicos tem impulsionado a utilizacdo da homeopatia. Estas terapias podem constituir
uma alternativa eficiente e segura no tratamento da doenca e neste sentido, representam uma
perspectiva no tratamento nao s6 da doenga de Chagas, mas também de diversas outras

doencas.
A homeopatia ¢ utilizada a mais de 200 anos e em razao dos bons resultados obtidos

com estes medicamentos a sua utilizagdo tem aumentado a cada ano, em todo o mundo®'. O
interesse da populacdo por "praticas ndo convencionais em saude” fez com que o Ministério
da Saude do Brasil aprovasse a “Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
no Sistema Unico de Satide com o intuito de incentivar o desenvolvimento de projetos que
visem incrementar a disponibilidade destas praticas, incluindo a homeopatia junto aos
sistemas publicos de saude, de forma coadjuvante aos tratamentos classicos *7°, Essa
iniciativa reflete atitude da Organizagdo Mundial da Satde "".

De acordo com a Farmacopeia homeopatica, varios sindnimos tém sido utilizados na
atualidade para definicdo de medicamentos que sdo produzidos através de diluicdes e
trituracdes seguidas de sucugdes sucessivas: medicamentos homeopaticos, ultradiluidos, ultra
moleculares ou UHD (ultra high dilution) e sistemas dinamizados, uma vez que sdo
preparados de forma a apresentarem quantidades ndo ponderais de solutos, ultrapassando a
concentra¢do de 6 x 10 M 72,

A utilizagdo de medicamentos ultradiluidos tem sido muito discutida, e seu

73,74

mecanismo de agdo ainda permanece desconhecido Porém, estudos experimentais

mostram que este tipo de terapia ¢ eficaz através dos efeitos biologicos observados em
animais tratados e criteriosamente avaliados ™.

Aleixo et al. (2012) avaliou o efeito de diferentes protocolos de tratamento com
bioterapico 7. cruzi 17 DH (BIOTTcl17dH) na evolugdo clinica / parasitologica de

camundongos infectados com a cepa Y de 7. cruzi. Os autores observaram que o grupo

BIOT4DI tratado por periodo prolongado com o medicamneto ofererecido diluido em agua e
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4 dias apos a infec¢do apresentou a melhor evolugdo clinica e parasitologica, com menor
parasitemia e uma tendéncia para menor mortalidade e um longo periodo de sobrevivéncia’™.

Ferraz et al. (2011) avaliou os efeitos de diferentes formas de administracdo dos
bioterapicos 7. cruzi 7DH nos parametros parasitologicos e nas taxas de sobrevivéncia em
camundongos infectados experimentalmente com o 7rypanosoma cruzi. Os resultados obtidos
indicam que a administracao do bioterapico 7DH antes da infeccao (7 ou 30 dias) produziram
diferentes efeitos como redug¢do na parasitemia e aumento do periodo de sobrevivéncia,
sugerindo modulagdo do sistema imunitéario do hospedeiro”’.

Sandri et al. (2011) avaliaram a quantificagdo de células do baco e figado apoptoticas
em camundongos tratados com bioterdpicos 17DH de Trypanosoma cruzi através da detecgao
in situ de DNA fragmentado. Os autores concluiram que a apoptose estava aumentada nos
animais infectados tratados com bioterapico 17DH de T cruzi™.

Almeida et al. (2008) avaliou a agdo do bioterapico 7. cruzi 12DH e phosphorus 12DH
nos parametros parasitologicos e nas taxas de sobrevivéncia em camundongos
experimentalmente infectados com o Trypanosoma cruzi. Os resultados obtidos sugeriram que
o pré tratamento com o bioterdpico modulou a resposta imune do hospedeiro sobretudo
durante a fase aguda da infecgdo'.

Queiroz et al. (2006) testou a atividade bioldgica acompanhada de parasitemia e
cinética da resposta imune humoral em camundongos infectados com o Trypanosoma cruzi e
tratados com o bioterapico 7. cruzi 30DH. Os autores obtiveram como resultado uma taxa de
50% de sobrevida no grupo de animais que recebeu o tratamento prévio com o bioterapico,
sugerindo que a administragdo nos animais testados estimulou uma resposta imune humoral,
que se traduziu em altos titulos de IgG e auséncia da parasitemia’.

Pesquisas que utilizem medicamentos homeopaticos com observagdes e
experimentacdes controladas associadas a modelos experimentais resistentes e que
possibilitem observacdes clinicas seguras, resultantes de vivéncias didrias e experiéncias
profissionais, fornecem informagdes que devem ser valorizadas ndo somente pelos que atuam
no meio clinico, mas também por todos que buscam novas abordagens terapéuticas no

tratamento de varias doencas.

1.5. Rattus norvegicus COMO MODELO EXPERIMENTAL NO ESTUDO DO
Trypanossoma cruzi VERSUS MEDICAMENTOS ULTRADILUIDOS

A utilizagdo de modelos animais se difundiu ao longo dos anos e atualmente ¢
utilizada em todos os campos da pesquisa bioldgica, contribuindo sobremaneira para o

desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia. Os modelos experimentais em pesquisa



24

tonaram-se importantes na medida em que auxiliaram a compreensao de fendmenos naturais
como o estudo das infec¢des, da fisiologia, da etiopatogenia das doengas e da acdo de
medicamentos®.

Foi Bernard (1865) que através de seus estudos de fisiologia introduziu o uso de
animais como modelo experimental, assim como a possibilidade de transposi¢do dos
resultados obtidos para a fisiologia humana. Ele obteve situagdes fisicas e quimicas que
resultavam em altera¢des nos animais semelhantes a de doengas em humanos®.

De acordo com Ferreira (2003), tratando-se de modelos experimentais ¢ importante
conceituar o termo doenca animal: Aquela cujos mecanismos patologicos sdo similares
aqueles de uma doenga humana, atuando assim como modelo, apresentando precisao de dados
por meio de comprovagdo prévia e pelas demonstracdes das suas limitagcdes em relacdo a
realidade que ira se apresentar®’. Neste sentido, a qualidade de um modelo animal esta
diretamente relacionada a sua capacidade de reproducdo de parametros que possibilitem uma
extrapolacdo dos resultados para a espécie humana devendo ser, portanto, funcionalmente o
mais semelhante possivel ao que se objetiva estudar®™

Atualmente, na infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi ndo ha um modelo de
consenso para avaliagdo de varios aspectos da doenca devido a heterogeneidade dos
resultados obtidos nos diferentes estudos. Dependendo da linhagem dos animais e da estirpe
parasitaria utilizada, diferentes resultados na cinética parasitaria, na intensidade da carga
parasitaria e na taxa de mortalidade sdo obtidos no curso da infecgdo™.

O modelo de infec¢do experimental pelo Trypanosoma cruzi mais utilizado no estudo
de uma grande variedade de pardmetros ¢ o camundongo suico ndo isogénico, porém existem

1", Estes animais sdo mais

diferencas consideraveis entre a doenga e este modelo experimenta
susceptiveis a infeccdo pelo 7. cruzi e importantes alteracdes nos parametros
eletrocardiograficos e de pressdo arterial foram relatados durante o curso da infec¢do pela
cepa y de T. cruzi®. Os modelos de doenga muitas vezes dependem da descri¢do dos sinais
clinicos especificos observados, que em animais de pequenissimo porte podem passar
despercebidos aos olhos do pesquisador.

A utilizagdo de ratos de laboratério, Rattus novergicus espécie Wistar, como modelo
experimental na infec¢do pelo 7' cruzi, embora apresente uma infec¢do menos letal, mostra-se
mais resistente, com maior sobrevida dos animais o que pode oferecer melhores condi¢des de
estudo, sobretudo na fase cronica da doenga, devido a avaliagdes clinicas mais visiveis e

segura devido ao maior porte da espécie em relagdo ao camundongo®. Outro beneficio da

espécie ¢ a possibilidade, pelo maior porte, de coleta de maior quantidade de material
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biologico, o que proporciona mais diversidade de dosagens, ampliando o entendimento dos

processos envolvidos.
1.6. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de medicamentos ultradiluidos vem crescendo em todo o mundo. No
Brasil, o Ministério da Satde aprovou uma “Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Satude”, com o intuito de incentivar o desenvolvimento
de projetos homeopaticos que visem incrementar sua disponibilidade junto aos sistemas
publicos de satde, de forma coadjuvante aos tratamentos classicos. Por outro lado, a doenga
de Chagas ndo conta com tratamento eficiente e a busca de alternativas tem sido perseguida
por muitos autores "2,

O modelo de infecgao experimental pelo 7. cruzi € bem conhecido podendo constituir
uma excelente ferramenta para o estudo de intervengdes medicamentosas™. A utilizagdo de
ratos como modelo experimental mostra-se mais resistente, com maior sobrevida dos animais
podendo contribuir para o entendimento dos mecanismos de efeito destes medicamentos™,
além de constituir uma possibilidade de encontro de novas alternativas de tratamento na
infecgdo pelo 7. cruzi.

1.7. OBJETIVOS
GERAL

Avaliar a espécie Rattus norvegicus como modelo experimental para estudo do efeito
de medicamentos ultradiluidos.

Avaliar aspectos clinicos que mostrem o efeito do medicamento ultradiluido do
Lycopodium clavatun ¢ do Phosphorum na infeccdo experimental pelo 7. cruzi em ratos
Wistar.

ESPECIFICOS

Avaliar os aspectos clinicos quantitativos e qualitativos em Rattus norvegicus
infectados por 7. cruzi tratados ou nao com medicamento ultradiluido: Peso, temperatura,
consumo de agua e racdo, quantidade de excretas, frequéncia cardiaca e respiratoria, aspectos
da pelagem e das fezes.

Avaliar os aspectos morfoldgicos e morfométricos em Rattus norvegicus infectado por T.
cruzi tratados ou ndo com medicamento ultradiluido: alteracao do tamanho do célon, didmetro

e comprimento intestinal.
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CAPITULO 11

Artigo: “RATTUS NORVEGICUS INFECTADOS COM Trypanosoma cruzi: EFEITOS
CLINICOS DO TRATAMENTO COM Lycopodium clavatun e Phosphorus
ULTRADILUIDOS”.
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Resumo

A doenga de Chagas causada pelo parasita Trypanosoma cruzi acomete milhdes de
pessoas no mundo e ndo conta com um medicamento de agdo efetiva para o seu tratamento
etiologico. As drogas disponiveis, o nifurtimox e o benznidazol possuem indices de cura
baixos com efeitos colaterais e toxidade que dificultam a adesdao dos pacientes a terapia. Este
fato impulsiona a busca por alternativas de tratamento que sejam mais efetivas e menos
agressivas. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo a avaliacdo dos efeitos clinicos
apresentados por Rattus norvergicus infectados por 7. cruzi e tratados com solugdes
ultradiluidas de Phosphorus ou Lycopodium clavatum. O estudo envolveu 93 ratos com
quarenta e cinco dias de idade infectados intraperitonealmente com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos da cepa Y de 7. cruzi, distribuidos nos grupos: Sadio SD (n=13) -
controle nao infectado e nao tratado, grupo CI (n=27) - controle infectado e tratado com
solugdo hidroalccolica 7% (etanol — 4gua), grupo LY diluigdo 1:1x10%® (n=27) - infectado e
tratado com Lycopodium, grupo PH diluicdo 1:1x10* (n=26) - infectado e tratado com
Phosphorum. Os animais foram avaliados clinicamente através dos parametros peso,
temperatura, consumo de agua e racdo, quantidade de excretas, frequéncia cardiaca e
respiratoria, didmetro e comprimento intestinal, aspecto da pelagem e consisténcia das fezes.
Este estudo mostrou que os parametros utilizados foram importantes para a defini¢do clinica
da infec¢do de Rattus novergicus, linhagem Wistar pelo 7. cruzi. Mostrou que os
medicamentos LY e PH apresentam efeitos benéficos na evolu¢ao da clinica dos animais

tratados. A utilizacdo de Lycopodium clavatum e Phosphorus diluidos na propor¢ao de
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1:1x10%, apresentaram efeitos benéficos diferentes. Nove e cinco pardmetros de 14 analisados
mostraram efeitos positivos para LY e PH, respectivamente. Os parametros consumo de agua
e racdo, quantidade de excretas, diarreia, alopecia difusa, frequéncia cardiaca e respiratdria, e
comprimento intestinal apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle infectado
refor¢gando a importancia do aprofundamento de estudos com 7. cruzi versus medicamentos
ultradiluidos.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de chagas, medicamentos ultradiluidos, ratos wistar,

Trypanosoma cruzi.

Introducao

Descrita por Carlos Chagas em 1901 [1], a tripanossomiase americana causada pelo
protozoario intracelular 7Trypanosoma cruzi [2,3], € na atualidade uma das patologias tropicais
mais importantes no Brasil e na América Latina. Cerca de oito milhdes de pessoas estdo
infectadas mundialmente pela zoonose e outros 50,000 novos casos sdo relatados anualmente
nas Américas [4,5]. Apesar disto, a doenca ¢ considerada negligenciada e ndo conta, até o
momento, com uma droga de acdo efetiva para o seu tratamento etioldgico [6]. -

As primeiras e Unicas drogas disponiveis para o tratamento da infec¢do chagasica
humana, o nifurtimox e o benznidazol, contam com indices de cura muito baixos na fase
cronica da doenca e apresentam efeitos colaterais e toxidade que reduzem a adesdao dos
pacientes ao tratamento [7,8]. Assim, a busca de um medicamento mais eficaz t€ém sido um
dos principais objetivos dos pesquisadores constituindo esperanga para a melhoria do
tratamento da doencga [9-14].

Estudos recentes relatam que alguns produtos de origem natural sdo eficazes no
tratamento de doengas, promovendo uma ativacao do sistema imune e consequente resisténcia
a infeccoes [15,16]. Neste contexto, substancias naturais ultradiluidas tém sido avaliadas

[17,18] e constituem alternativa eficiente e segura de tratar ou contribuir na redugdo de
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toxidade e de efeitos colaterais observados no tratamento de diversas doengas [19]. Ao longo
dos anos, cresce progressivamente a quantidade de pacientes que utilizam este tipo de
tratamento, assim como o niumero de pesquisadores e experimentos cientificos, tanto in vitro
como in vivo, buscando seus provaveis mecanismos de agao [9-14].

Em razdo dos resultados observados, a organizagdo mundial da satide — WHO tém
estimulado a utilizacdo de medicamentos ultradiluidos, o que aumentou seu consumo e tornou
esta opcdo um dos tratamentos complementares/ alternativos mais utilizados em todo o
mundo. No Brasil, com o intuito de incentivar o desenvolvimento de projetos que visem
incrementar a disponibilidade destas praticas, o Ministério da Saude do Brasil aprovou uma
“Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde”
[20].

O rato de laboratorio, Rattus novergicus, t€ém sido um dos animais mais utilizados
como modelos experimentais em centros de pesquisa no mundo todo, proporcionando
condi¢des ideais de estudos por possuirem caracteristicas fisiologicas e genéticas semelhantes
a dos humanos [21]. Além disto, por seu maior porte em relagdo ao camundongo permite
melhor manejo e coleta de maior quantidade de materiais bioldgicos o que proporciona a
avaliagdo de maior nimero de parametros em estudos experimentais [22].

Em ratos, a infec¢do experimental por 7. cruzi manifesta-se de maneira menos letal
que no camundongo com maior sobrevida dos animais, oferecendo melhores condi¢des de
estudo e permitindo melhor avaliacdo clinica.

Embora possam ser identificados na literatura artigos [11,12, 23-25] que estudaram o
efeito de alguns medicamentos ultradiluidos na infeccdo experimental de camundongos pelo
T cruzi, ndo foi possivel encontrar artigos que mostrassem o efeito de substincias naturais

ultradiluidas sob o curso clinico da infec¢do de ratos pelo 7. cruzi.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos clinicos apresentados por Rattus
norvergicus infectados por 7. cruzi tratados com solucdes ultradiluidas de Lycopodium

clavatum ou Phosphorus.

Material e método
Etica:

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no uso dos animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), Paranid- Parecer 063/ 2012. Todas as
recomendacdes da lei nacional na experimentacdo animal (n° 6.638, 05 de Novembro, 1979)
foram respeitadas.

Delineamento experimental:

O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por sorteio e
repetido duas vezes.
Animais:

O estudo envolveu 93 ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) distribuidos em dois
experimentos. Os animais eram machos, com 45 dias de idade, provenientes do Biotério
Central da UEM. Os animais chegaram ao biotério setorial e permaneceram por sete dias para
um processo de adaptacdo antes do inicio do experimento. Foram acondicionados em caixas
convencionais de polipropileno (dimensdo de 30x20x13cm) com tampa de metal contendo
divisorias para ra¢do e agua (Modelo GC 111 - Beiramar®). As caixas permaneceram em
biotério climatizado (temperatura entre 21 e 23°C) com ciclo claro/escuro de 12 horas.
Receberam 4gua e ragdo (Nuvilab Cr-1® da Nuvital®) ad libitum e o piso da gaiola (forragdo
ou cama) utilizado foi a zeolita clinoptilolita (Zeocel®, Celta Brasil) pela sua alta capacidade
de adsorgao.

Infeccao:
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Os animais foram infectados intraperitonealmente com 5x10° formas tripomastigotas
sanguineos de 7. cruzi, cepa Y, por animal [26]. O niimero de parasitos foi determinado de
acordo com Brener (1962) [8].

Grupos experimentais e tratamento:

Foram organizados os seguintes grupos: Grupo Sadio SD (n=13) - controle nao
infectado e ndo tratado, grupo CI (n=27) - controle infectado e tratado com solucdo
hidroalccélica 7% (etanol — agua), grupo LY (n=27) - infectado e tratado com Lycopodium
clavatum dilui¢do 1:1x10%, grupo PH (n=26) - infectado e tratado com Phosphorum dilui¢do
1:1x10%.

Todos os tratamentos foram oferecidos diluidos em agua (1 mL /10 mL) e oferecidos
ad libitum no segundo dia antes da infeccdo e no segundo, quinto e sétimo dia apos a
infeccdo. Foram disponibilizados aos animais por 16 horas consecutivas ¢ o periodo de
tratamento baseou-se na relacdo entre a agdo do medicamento e o efeito que este produz no
sistema imunoldgico animal. Além disso, considerou a evolucgdo especifica do 7. cruzi em
roedores [27,28,29]. Assim, os tratamentos realizados antes da infec¢do animal - CI, PH e LY
simulam a a¢do do medicamento quando o sistema imunoldgico ndo estd em contato com o
parasito. Apds a infeccdo, ¢ possivel observar a acdo do medicamento e do sistema
imunologico frente a presenca dos parasitas nos periodos que antecedem o pico de
parasitemia, exatamente durante o pico maximo e depois dele [27,28].

Phosphorus e Lycopodium clavatum:

As tinturas-mae de Lycopodium clavatum (Doith Homeophaty Union, Alemanha) e de
Phosphorus (Homeopatia Bento Muri, Sao Paulo, Brasil) foram preparadas através da
maceracdo dos esporos secos da planta ou do mineral em etanol que atuou como insumo
inerte de forma que o teor alcodlico durante e ao final da extracdo fosse de 90% (V/V). Para
alcancar a dilui¢do final (1:10%) foram feitas 13 diluigdes sucessivas de 1:100. A

homogeneizagdo para cada diluicdo foi procedida com 100 agitacdes mecanicas (Agitador
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mecanico Denise 10-50, AUTIC, Brasil)[30]. Foi utilizado como solvente solucao
hidroalcoolica a 7%.

Parametros analisados:

Todos os animais foram avaliados clinicamente durante quatro dias antes da infecg¢ao,
14 dias consecutivos ap6s a infec¢do e a cada trés dias entre o 15° e 27° dia de infecgdo [31]
em horéario fixo as 09h00min. Os dados obtidos eram registrados em fichas de desempenho
animal.
Peso - expresso em grama, foi avaliado individualmente em balanga BEL".
Temperatura - expressa em grau centigrado, foi medida individualmente na regido anterior da
coxa traseira esquerda (menor quantidade de pélos) utilizando termdmetro Icel, modelo
TD-920.0387.
Consumo de dgua e ra¢do - expressos em mililitro e grama, respectivamente. Foram
avaliados coletivamente, considerando o valor inicial oferecido ao grupo subtraido do valor
medido ap6s um dia de consumo. O valor obtido foi dividido pelo nimero de animais para
estimar os valores individuais.
Quantidade de excretas - expresso em grama, foi obtido pela pesagem da cama das gaiolas
antes do uso subtraida do valor da pesagem obtido apds um dia de uso. Foram consideradas
fezes e urina conjuntamente.
Aspecto das fezes — Foi avaliada presenca ou auséncia de diarreia com fezes pastosas.
Aspectos da Pelagem - foram avaliadas a presenca de piloerec¢ao (pelos ericados) e queda de
pelos, definidas como presentes ou ausentes durante trés dias consecutivos.
Frequéncia cardiaca e respiratoria- expressas em batimentos por minuto (bpm) e
movimentos por minuto (mpm), avaliados com auxilio de um estetoscopio BD®.
Didmetro e comprimento intestinal- Foram avaliados aspectos anatdmicos morfologicos e

morfométricos do intestino grosso de cinco animais sorteados no grupo SD e CI, quatro
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animais tratados do grupo LY e quatro animais tratados do grupo PH no 125° dia de infecgao.
No 315° dia de infeccdo foram avaliados trés animais de cada grupo. Os animais foram
sedados (cloridrato de cetamina e xilasina- 1:1, via intramuscular), ¢ submetidos a exames
radiologicos com a administragdo retal de 5,0 ml de sulfato de bario (enema opaco) [32]. O
alargamento do colon (didmetro intestinal) foi mensurado através da utilizagdo de um
paquimetro digital (Starret™) na radiografia obtida nos locais destacados pela seta (Figura 6).
ApoOs os exames, 0s animais sofreram eutanasia por aprofundamento anestésico (cloridrato de
cetamina 50mg/kg) e xilasina-10mg/kg, intraperitonealmente), ¢ o comprimento dos célons
foram mensurados a partir da prega ileo cecal até o final do reto, com auxilio de uma fita
métrica.

Analise estatistica:

Os dados obtidos foram comparados utilizando-se o programa Statistica 8.1 com nivel
de significancia de 5%. Para verificagdo de normalidade o teste Shapiro-Wilk foi realizado.
Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se a andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste LSD (Least Significant Difference). Os dados ndo paramétricos
foram analisados através do teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn e para a
comparagdo de proporcdes foi utilizado o teste Z. Foram considerados os diferentes periodos:
Menos 32 ao 42 dia de infecg@o- periodo pré-infeccdo com tratamento ou até o inicio da
constatagdo da infecgdo pelo 7. cruzi, 52 ao 102 dia de infecg¢ao- periodo em que ocorre o pico
de parasitemia, 112 ao 272 dia de infec¢do- quando os niveis parasitemicos caem

vertiginosamente com infec¢do subpatente.

Resultados

A curva de peso apresentou evolucao caracteristica de animais infectados com menor

ganho de peso apos o 10 2 dia de infeccdo, sem diferenca estatistica entre os grupos. No
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entanto, foi possivel observar tendéncia de melhor desempenho no grupo tratado com LY
(Figura 1A).

Quanto a temperatura, nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
Do 112 ao 279 dia de infeccao a probabilidade de diferenca entre os grupos € menor que 10%
(p=0,07) com o grupo LY apresentando curva que se destaca dos demais grupos € com a
hipotermia caracteristica de piora clinica da infec¢do pelo 7. cruzi mais suave (Figura 1B).

A figura 2A evidencia o decréscimo do consumo de agua de forma continua e
progressiva nos grupos infectados até o 24° dia de infec¢do quando € possivel observar a
recuperagdo de todos os grupos. No segundo periodo, 32 ao 102 dia de infeccdo, o tratamento,
LY ou PH diminuiram o consumo de agua (p=0.0011, Tabela 1). Do 112 ao 272 dia de
infeccdo o grupo tratado com LY apresentou melhor desempenho ja que ndo foi observada
diferenga significativa em relagdo ao controle sadio (p=0.0003, Tabela 1).

A figura 2B mostra o consumo de ragdo ao longo do periodo de infec¢do, com efeitos
diferentes de acordo com o tratamento. No primeiro e segundo periodos, o grupo sadio foi
responsavel pela diferenga estatistica (p=0,0040, Tabela 2) e ndo se observa diferenca entre os
grupos tratados e controle infectado. No terceiro periodo, do 112 ao 272 dia de infecgdo, o
grupo tratado com LY mostra melhores resultados com melhor performance que o grupo
controle infectado e PH (p=0,0003, Tabela 2).

Com relagdo a quantidade de excretas, efeitos diferentes foram observados de acordo
com o tratamento. No primeiro periodo, o grupo PH aumentou a quantidade de excretas
enquanto LY diminuiu significativamente (p=0.00011, Tabela 3). No ultimo periodo, do 112
ao 272 dia de infecc¢do, o grupo CI mostra reducdao da quantidade de excretas em relagdo aos
demais grupos (p=0,00021, Tabela 3). Nos grupos tratados a quantidade de excretas ¢ menor
que nos animais sadios, sem diferenca estatistica.

A Tabela 4 mostra os dados para ocorréncia de diarreia, piloerecdo e alopecia difusa

para os parametros aspecto das fezes e da pelagem obtidos durante todo periodo de infeccao
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(figura 3). O tratamento com o LY proporcionou menores indices de diarreia e de alopecia
difusa (p= 0.0404, Tabela 4).

Nos parametros frequéncia cardiaca- FC (bpm- batimentos por minuto) e respiratoria-
FR (mpm- movimentos por minuto), os efeitos foram observados no primeiro e segundo
periodo, do 3° dia antes da infecao ao 10° dia de infec¢ao. O grupo PH mostrou melhor
desempenho do que o grupo tratado com LY (p=0,006495 e p=0,00016 em relagdao ao grupo
sadio). O PH mostrou tendéncia de manutencao dos valores de FC e FR mais proximos dos
niveis dos animais do grupo sadio. No ultimo periodo este efeito nao foi observado (Figura 4,
Tabela 5 e Tabela 6).

O parametro didmetro intestinal (medida utilizando o enema opaco) ndo apresentou
diferenga estatistica tanto aos 12392 dias quanto aos 3159 dias de infec¢do (figura 5). O
comprimento intestinal total aos 1232 dias de infec¢do ndo apresentou diferenca estatistica,
porém aos 315° dias os grupos tratados LY e PH diferiram entre si significativamente
(p=0,01862, Tabela 7) com o grupo tratado LY apresentando maior alongamento intestinal do
que o grupo tratado PH. O comprimento do colon distal também foi significativamente
diferente do grupo tratado com LY para CI (p=0,04173, Tabela 7) com maior alongamento
intestinal observado no grupo tratado LY. A figura 5, 6 e 7 ilustram os resultados obtidos para

os 315° dias apds a infeccao.
Discussao

Neste trabalho, ratos da linhagem Wistar infectados pelo 7. cruzi e tratados com
Lycopodium clavatum e Phosphorus mostraram perfis clinicos diferentes na evolugdo da
infeccao por 7. cruzi - cepa Y. Os resultados mostraram beneficios em 10 e 5 de 14 parametros
estudados para LY e PH: peso, temperatura, consumo de 4gua e ragdo, quantidade de excretas,
queda de pelos e diarreia, frequéncia cardiaca e respiratoria, comprimento intestinal total e

comprimento do colon distal.
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E importante destacar que todos os grupos iniciaram o experimento nas mesmas
condi¢des clinicas, como animais saudaveis, e foram submetidos a condi¢des ambientais
padronizadas, além de o experimento ter sido conduzido como ensaio controlado, cego,
randomizado por sorteio e ter sido repetido pelo menos duas vezes. Tal fato proporciona boa
qualidade na metodologia utilizada neste experimento, requisito imprescindivel para aceitacao
de resultados cientificos de maneira geral e em especial com substancias altamente diluidas
[33,34].

Em modelos animal a quantidade de ingesta tanto de solidos quanto de liquidos esta
diretamente ligada as condi¢des de satde animal [35]. Bem estar, maior ganho de peso e
producdao economicamente vidvel representam o tripé da cadeia da produtividade animal
muito discutida no contexto médico veterinario [36]. No presente trabalho, os grupos tratados
LY e PH mostraram melhor evolucao clinica. Os efeitos observados sdo indicativos de
interferéncia  positiva  dos  medicamentos  diluidos no  eixo  metabodlico
neuro-psico-imuno-enddcrino, um sistema integrado que promove uma resposta biologica do
hospedeiro frente ao parasito e favorece a recuperagdo clinica dos animais regulando a
homeostase organica [37]. Vale destacar a necessidade de explorar a interferéncia destes
medicamentos na modulag¢ao das concentragdes de citocinas, sobretudo TNF-alfa, relacionada
ao ganho de peso [37]. Nossos dados mostram evolucao de ganho de peso do grupo tratado
LY mais préxima do comportamento dos animais sadios que dos grupos PH e CI, esta
dinamica pode ser detectada visualmente e constatada através da tendéncia grafica de melhor
desempenho neste grupo.

Com relagdo ao consumo de agua e racdo e quantidade de excretas o grupo tratado
com LY apresentou melhor desempenho. A literatura deixa claro que apdés o 10° dia de
infeccdo pelo 7. cruzi, os animais infectados tendem a obter menor ganho de peso, menor
consumo de agua e racdo, ¢ maiores indices de excretas relacionada a diarreia [8,26]. Em

modelos murinos de infec¢do pelo 7. cruzi a morbilidade esta ligada a carga parasitaria ¢ a
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manifestacdo da doenga mais letal esta diretamente relacionada ao desequilibrio da relagao
parasito-hospedeiro, o que ¢ caracterizado pelo aumento de debilidade dos animais ao longo
da infeccao [38].

A presenca de diarreia, piloerecdo e queda de pelos nos animais infectados eram
esperadas, visto que estas alteracdes estdo presentes no curso da infecgdo pelo 7. cruzi [29]. O
aspecto do pelo reflete a condicdo de adoecimento com acometimento sistémico, além de
estresse na manipulagdao do animal, mostrando que estar em experimentagao ja ¢ um fator em
si estressante [29]. As fezes amolecidas resultantes da deple¢dao neuronal do plexo mientérico,
sdo consequentes de alteragcdes fisioldgicas e funcionais do trato gastrointestinal, o que
modifica a consisténcia das fezes e caracteriza a presenca de periodos diarréicos [39]. O
tratamento com LY mais uma vez mostrou beneficios para os animais tratados. Neste grupo a
ocorréncia de menores indices de diarréia e queda de pelos refor¢a a compreensao global de
que a terapé€utica utilizada estimula o organismo proporcionado melhor condi¢do clinica para
que possa reagir contra a dindmica do adoecimento [37]. Reforcando este fato, a avaliacao da
temperatura corporal dos animais mostrou uma condicdo corporal estdvel e, mesmo ndo se
mostrando estatisticamente significante, os grupos tratados ndo apresentaram a hipotermia
caracteristica do agravamento da infeccdo [8,26]. A especulacio do envolvimento de
modulacdo do sistema imunoldgico neste processo tem base na literatura e a busca dos
mecanismos desta melhor condi¢do constitui perspectiva de trabalho [37].

Os valores médios obtidos de frequéncia cardiaca inferior e respiratoria superior as
referéncias literarias para animais sadios refletiram os efeitos da infec¢ao pelo 7. cruzi, assim
como a adaptagdo destes ao meio [21]. Estes foram resultantes do acometimento cardiaco e do
comprometimento do sistema de condugdo atrioventricular que reduziram a média dos
batimentos cardiacos e aumentaram os movimentos respiratorios na tentativa de compensagao
cardiaca e de suprimento de oxigénio [40,41]. O grupo tratado com PH mostrou tendéncia de

manuten¢do dos valores de frequéncia cardiaca e respiratdria proximas dos niveis dos animais
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sadios sugerindo uma tentativa de reestabelecimento da homeostasia. Estes achados sao
importantes e indicam o favorecimento do sistema biologico que, em condi¢des de higidez,
tendem a manter seu meio interno constante por meio de controles de limites de variagao [39].

A utilizacdo do enema opaco avaliou a presenca de alteragcdo morfologica e
morfométrica relacionada ao comprimento intestinal total ou didmetro do colon. Estas
alteracdes sdao consequentes as lesdes na camada circular interna do intestino e ao
acometimento do sistema nervoso autonomo local durante a fase cronica da doenca [42].
Santos Junior 2002 [42] ressalta que as alteragdes fisioldgicas na enteromegalia da doenca de
Chagas cursam por conta da denervagdo, variavel individual em dependéncia do equilibrio
estabelecido entre o hospedeiro e o 7. cruzi, relagao esta que envolve fatores da reacdo do
sistema imunolégico.

No 315° dia, quando a infec¢ao é considerada cronica, os animais tratados com LY e
PH ndo apresentaram diferen¢as no comprimento intestinal total em relacdo ao controle de
infeccdo. No entanto, os animais tratados com LY apresentaram o intestino com maior
comprimento total que os tratados com PH. Ainda, animais tratados com LY apresentaram
maior cdlon distal que os animais do grupo CI. Este efeito pode refletir a tentativa do
organismo em impedir a complicacdo da doenga, tendéncia observada na andlise
macroscopica do intestino, porém nao expressa estatisticamente. A literatura médica
veterindria descreve a sindrome do intestino curto em animais apos resec¢ao intestinal e que,
secundariamente a ela, apresentaram menor absor¢do e aproveitamento nutricional com menor
ganho de peso e maior ocorréncia de diarreia [43,44]. Em humanos a sindrome também ¢
descrita, assim como a capacidade de adaptagdo anatdmica e funcional na tentativa de
compensagdo das fungdes digestivas e de absor¢do [45,46,47]. Assim, pode ser discutido que
o maior alongamento do célon distal observado no grupo tratado LY em relagao ao observado
no grupo CI esta relacionado a beneficio para os animais tratados. Como visto anteriormente,

animais do grupo LY apresentaram menor quantidade de diarreia observada no grupo CI. Esta
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ocorréncia refor¢a os achados de melhor condigao de satide observados no grupo LY. Segundo
Carvalho [34] o organismo ndo ¢ passivo nas doencas e lesodes, pelo contrario, faz todo um
movimento para combaté-las e restabelecer seu equilibrio. O estado de doenca, portanto, € um
esforco do organismo para recuperar um equilibrio perturbado. Este alongamento ¢ uma
tentativa de reequilibrar os danos que o parasito causou com a despopulacdo neuronal
intestinal descrita na literatura [42].

Os resultados obtidos mostram que o Rattus norvergicus constitui um bom modelo
experimental de avaliagdo clinica de intervengdes para infec¢do experimental pelo 7. cruzi.
Mostram que o tratamento com Phosphorus ou Lycopodium clavatum trouxeram beneficios
aos animais, em concordancia com os achados de outros estudos que t€ém mostrado a
capacidade de resposta de sistemas biologicos quando estimulados por solugdes ultradiluidas

[48,49,50,51,52,53,54,55,56,57].
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Lista de abreviaturas

WHO- Organiza¢ao Mundial da Saude;

SD — Grupo controle sadio ndo infectado e nao tratado;

CI- Grupo controle infectado e tratado com solucdo hidroalccolica 7% (etanol — dgua);
LY- Grupo infectado e tratado com Lycopodium clavatum dilui¢do 1:1x10%;

PH- Grupo infectado e tratado com Phosphorum dilui¢do 1:1x10%;

LSD- Teste Least Significant Difference;

FC- Frequéncia cardiaca;

BPM- Batimentos por minuto;

FR- Frequéncia respiratdria;
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MPM- Movimentos por minuto;

TNF- Fator de necrose tumoral;
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Figuras

Figura 1- Curvas da evolug¢ao do ganho de peso e temperatura em ratos Wistar
infectados pelo T. cruzi.

Evolugdo do ganho de peso (A) e temperatura (B) em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi nos diferentes grupos experimentais CI- Controle infectado e
tratado com solug¢do hidroalccolica 7% (etanol — &gua), grupo LY- infectado e tratado com
Lycopodium dilui¢do 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x10%,
grupo SD- animais sadios.

Figura 2- Curvas da evolugdao do consumo de agua e ragao em ratos Wistar
infectados pelo T. cruzi

Evolugdo do consumo de 4agua (A) e ragdo (B) em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi nos diferentes grupos experimentais: CI- Controle infectado e
tratado com solucdo hidroalccdlica 7% (etanol — agua), grupo LY- infectado e tratado com
Lycopodium dilui¢do 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x10%,
grupo SD- animais sadios.

Figura 3- Parametros diarreia, piloere¢cdo e queda de pelos em ratos Wistar
infectados peloT. cruzi.

ParAmetros diarreia, piloere¢do e queda de pelos em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi durante periodo experiental para o diferentes grupo experimental
CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — 4gua). A- Animal com
regido anal inflamada e restos de fezes aderidos; B- Animal apresentando piloerecdo evidente, C-
Queda de pelo facilmente diagnosticada ao manuseio.

Figura 4- Curvas da evolugao da frequéncia cardiaca (bpm) e respiratéria
(mpm) em ratos Wistar infectados pelo T. cruzi.

Evolugdo da frequéncia cardiaca (bpm) (A) e respiratoria (mpm) (B) em ratos Wistar infectados pelo
com 5x10° formas tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi nos diferentes grupos experimentais: CI-
Controle infectado e tratado com solucdo hidroalccolica 7% (etanol — 4dgua), grupo LY- infectado e
tratado com Lycopodium dilui¢do 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum dilui¢do
1:1x10%, grupo SD- animais sadios.
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Figura 5- Medidas do comprimento intestinal total, célon proximal e distal, em
ratos Wistar infectados pelo T. cruzi.

A- Medida do comprimento total intestinal, B- cdlon proximal e C- colon distal em ratos Wistar
infectados com 5x10° formas tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi aos 315 dias de infec¢do para os
grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum dilui¢do 1:1x10%,

Figura 6- Enema opaco em ratos Wistar infectados peloT. cruzi aos 315 dias de
infecgao.

Figura representativa dos didmetros intestinais observados nos exames radioldgicos- enema opaco,
realizados em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas da cepa y de 7. cruzi aos 315
dias de infeccdo para os diferentes grupos experimentais: CI- Controle infectado e tratado com solugéo
hidroalccolica 7% (etanol — dgua), grupo LY- infectado e tratado com Lycopodium dilui¢do 1:1x10%,
grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x10%. A- CI animal 10, B- LY animal 12,
C- PH animal 7. Imagem de duplo contraste em intestino grosso. Setas indicam os locais onde foram
feitas as medidas comparadas dos didmetros intestinais.

Figura 7- Comprimento intestinal total em ratos Wistar infectados pelo T. cruzi.
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Figura representativa dos achados observados em porgdes intestinais referentes ao comprimento
intestinal total em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas da cepa y de T cruzi aos
315 dias de infeccdo para os diferentes grupos experimentais: CI- Controle infectado e tratado com
solucdo hidroalccolica 7% (etanol — 4gua), grupo LY- infectado e tratado com Lycopodium diluig¢ao
1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum dilui¢do 1:1x10%. A- PH animal 7, B- CI
animal 10, C- LY animal 12

Tabelas

Tabela 1 - Consumo de #4gua avaliado em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.
Consumo de agua

Menos 39 ao 4¢ 119 dia ao 27¢
dias 52 3o 102 dia dia
Grupo * * ok
P n Média £ Desvio p n Média £ Desvio n Média + Desvio
Padréao Padrao Padréao
Controle 2 2 1
, + + 2 44
infectado 7 46,4 53 7 43,2 3,7 9 33, ,
Lycopodi é 431 + 39 g 384 =+ 4,0 ; 344 £17 o oon
oh “mh 0,03691 0,0011@ o
OSPROr 2 445 4+ 20 2 402 %40 T 314 x36
us 6 6 7
1
Sadio 3 471 £ 0,0 3 411 = 0,0 3 418 = 0,0

*Kruskal-Wallis sequida do teste post-hoc Dunn; ** ANOVA seguida do teste post-hoc
LSD; @ Sadio difere de Lycopodium; ? Sadio difere de Lycopodium e de Phosphorus: ©®
Sadio difere de controle infectado e de Phosphorus.
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Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum 1:1x10?°, Os animais foram observados em periodos distintos da infecgdo: Trés (3) dias
antes da infec¢do (- 32) ao 42 dia de infecgdo, 52 ao 102 dia de infecgdo, 112 ao 272 dia de infecgdo.
Os valores foram expressos como média £ desvio padrdo*significancia estatistica (p<0.05).

Tabela 2 - Consumo de racgio avaliado em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.
Consumo de racao

Menos 32 ao 112 dia ao 27°¢
49 dias 52 ao 102 dia dia
Grupo * * ok
P n Média + p n Média + p n Média + p
Desvio Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
Controle . 15 4 35 27 205 + 3.1 1 201 +32
infectado 9
1
Lycopodium 28 214 £43 ggo40m 25 198 £40 444410 g 226 =17 444030
1
Phosphorus 26 216 *45 26 198 +26 2 193 +39
Sadio 13 26,9 =* 3,9 12 26,8 = 1,1 3 26,6 = 0,1

*Kruskal-Wallis sequida do teste post-hoc Dunn; ** ANOVA seguida do teste post-hoc
LSD; V@ Sadio difere dos demais; © Sadio difere dos demais, Lycopodium difere do
controle infectado e Phosphorus difere de Lycopodium .

Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%*, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum dilui¢do 1:1x10%. Os animais foram observados em periodos distintos da infecgdo: Trés
(3) dias antes da infeccdo (- 32) ao 42 dia de infeccdo, 52 ao 102 dia de infeccdo, 112 ao 279 dia de
infeccdo. Os valores foram expressos como média * desvio padrio.*significincia estatistica
(p<0.05).

Tabela 3 - Quantidade de excretas avaliada em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.

Excretas
Menos 32 ao 112 dia ao 27¢
49 dias * 52 ao 102 dia * dia *
r
G upo n Média + p n Média + p n Média + p
Desvio Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
Controle 137 4 18 27 18 * 16 19 80 +13
infectado
i 2 M1 + 21 2 14 + 22 1 4 +1 0,00021¢
Lycopodium 26 , 1 0000110 25 : 2 oo7911 16 9 6 )
Phosphorus 26 145 *37 26 132 =25 17 95 +22
Sadio 13 134 *=1,0 12 130 *= 1,8 3 16,5 = 0,0

*Kruskal-Wallis seguida do teste post-hoc Dunn; ¥ Lycopodium difere dos demais; ?
Controle infectado difere dos demais.
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Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigio 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum diluigdo 1:1x10%. Os animais foram observados em periodos distintos da infecgdo:
Menos 32 ao 42 dia de infec¢do, 52 ao 102 dia de infecgdo, 112 ao 272 dia de infec¢do. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo. *significancia estatistica (p<0.05).

Tabela 4 - Parametros clinicos avaliados em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.

e Diarreia Piloeregao Queda de pelos
e nIN (%) p "IN (%) p "IN (%) P
Controle 9/27 Referénci . .
infectado (33.3) 14/28 (50,0) Referéncia 21/28 (75,0) Referéncia
Lycopodium 0/13 (0,0)  0,0233* 0/13 (0,0) 0,0032* 0/13 (0,0) 0,0001*
Phosphorus 1/26 (7,7)  0,0001*  11/26 (42,3) 0,5732 11/26 (42,3) 0,0404*
Sadio (3/523) 01321  11/26 (42,3) 0,5732 14126 (53,8) 0,1729

* p significativo pelo teste Z

Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum dilui¢do 1:1x10%. *significincia estatistica (p<0.05).

Tabela 5 - Frequéncia respiratoria em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas
sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.

Frequéncia respiratdria

Menos 32 ao 4¢° 1192 dia ao 279

Grupo dias p* 52 ao 102 dia dia
n Média £ Desvio n Média £ Desvio n Média + Desvio
Padrao Padrao Padrao
Controle 1 1
=+ + +
Infectado 14 128,8 = 15,2 4 149,0 += 8,5 4 153,0 = 10,5
1
- 13 1364 +10,3 11 1505 % 6,0 1591 £ 7,6 0,5985
Lycopodium 0,00016* 0.56093 ? ;
Phosphorus 13 1409 * 104 5 1545 98 , 1592 + 94
1 .
Sadio 10 1541 + 13,1 0 163,2 £ 17,2 Nenhum animal

* ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; ** Sadio difere dos demais e Phosphorus difere do
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controle infectado.

Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%°, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum diluigdo 1:1x10%. Os animais foram observados em periodos distintos da infecgdo:
Menos 32 ao 42 dia de infecgdo, 52 ao 102 dia de infecgdo, 112 ao 272 dia de infecg¢do. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo. *significancia estatistica (p<0.05).

Tabela 6 - Frequéncia cardiaca em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi, cepa Y.

Frequéncia cardiaca

Menos 32 ao " 119 dia ao 27¢ %
Grupo 40 dias P 50a0102dia P dia p
n Média £ Desvio n Média + Desvio n Média £ Desvio
Padrao Padrao Padrao
Controle /4566 4+ 92 14 1854 = 6,3 14 1834 +73
Infectado
Phosphorus 13 170,5 %= 6,2 13 187,8 £ 4.3 12 183,0 *+ 5.2
Sadio 10 1759 += 6,6 Nenhum animal Nenhum animal

* ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; ** Sadio difere dos demais e Phosphorus difere
do Lycopodium.

Grupos: CI- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10*, grupo PH- infectado e tratado com
Phosphorum diluigdo 1:1x10%. Os animais foram observados em periodos distintos da infeccdo:
Menos 32 ao 42 dia de infecgdo, 52 ao 102 dia de infec¢do, 112 ao 272 dia de infec¢do. Os valores
foram expressos como média £ desvio padrdo. *significancia estatistica (p<0.05).

Tabela 7 - Avaliacio do comprimento intestinal em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi, cepa Y.
Comprimento intestinal

Célon
proximal Célon distal
Grupo Total (cm) p* (cm) p* (cm) p*
n Meédia £ Desvio n Meédia £ Desvio n Meédia £ Desvio
Padrao Padréo Padrao
Controle 5o, 4, 4 1,0 + 0,1 4 0,90000 % 0,1
infectado
LyCL?rgOd’ 3 185 * 14 0,01862M 3 11 + 0,0 0’4:;29 3 1,26667 = 0,3 0,04173@
Phosphor 3 138 +29 3 12 +03 3 1,06667 =+ 0,1

us
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*ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; “Phosphorus difere de Lycopodium;
@[ ycopodium difere de controle infectado;

Avaliagdo do comprimento intestinal- Comprimento total, comprimento do coélon proximal,
comprimento do colon distal aos 315 dias de infeccdo para os diferentes grupos: CI- Controle
infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY- infectado e tratado com
Lycopodium, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum 13CH. Os valores foram expressos
como média + desvio padrdo. *significancia estatistica (p<<0.05).

CAPITULO 111
3. CONCLUSOES

Este estudo sobre a utilizagdo de quimioterapicos obtidos de produtos naturais mostrou
que:
1) Os resultados obtidos sugerem que o tratamento com manipulados de Lycopodium

clavatum ou Phosphorus trouxeram beneficios aos animais tratados.
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2) Medicamentos ultradiluidos proporcionam beneficios no tratamento de doencas
infecciosas refor¢cando a importancia do aprofundamento de estudos com 7. cruzi

versus novas abordagens terapéuticas.
3) A utilizagdo da terapia requer um aperfeicoamento das técnicas e disseminagdao do

conhecimento sobre estes medicamentos.
4) Pesquisas que utilizem medicamentos ultradiluidos com observagdes e

experimentacdes controladas associadas a modelos experimentais resistentes, Rattus
norvegicus, possibilitam observacdes clinicas seguras e fornecem informagdes que
devem ser valorizadas ndo somente pelos que atuam no meio clinico, mas também por

todos que buscam novas abordagens terapéuticas no tratamento de varias doengas.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS
1. Elaborar um artigo cientifico que descreva a praxis para realizagdo de experimentos
envolvendo medica¢des ultradiluidas, com observagdes e experimentacdes
controladas, experimento cego e randomizado, andlises estatisticas adequadas,
trabalho em grupo, considerando o méximo possivel a eliminacdo do viés incorporado

pelo executor.
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. Utilizar equipamentos que possibilitem o acréscimo de novos parametros clinicos que
poderdo fornecer informagdes importantes a respeito da forma de atuacdo destes

medicamentos.
. Avaliagdo detalhada do perfil de citocinas nos experimentos onde se testou

Lycopodium clavatum ou Phosphorus.
. Avaliagdo detalhada da histopatologia nos experimentos onde se testou Lycopodium

clavatum ou Phosphorus.
. Avaliacdo detalhada da contagem neuronal dos segmentos intestinais nos

experimentos onde se testou Lycopodium clavatum ou Phosphorus.
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