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Avaliacdo multicéntrica do Zincum metallicum em diferentes modelos
experimentais: Modelo de infec¢do por Trypanosoma cruzi

RESUMO

A utilizacdo da homeopatia na clinica médica tem sido incentivada pelas agéncias de Saude
do Brasil e do Mundo. A pesquisa homeopatica conta com modelos experimentais e
metodologias modernas, bem estabelecidas, utilizadas para as mais diferentes areas da
biologia, na avaliacdo da eficicia dos homeopaticos e na busca de possiveis mecanismos de
acdo. Em um estudo multicéntrico, o composto Zincum metallicum, que é um composto
simples foi escolhido para ser utilizado em diferentes modelos experimentais. O zinco é um
elemento traco essencial no organismo, sendo que uma de suas fungdes € a modulacdo de
resposta imune contra infecgbes. Objetivo: Avaliar o efeito de diferentes dinamizagdes de
Zincum metallicum na infeccdo experimental por T. cruzi. Material e Métodos: Em ensaio
cego, controlado e randomizado por sorteio, foram utilizados 136 camundongos suicos,
machos, com 8 semanas, divididos nos grupos (n=17): 5cHZn— tratado com Zinco 5cH,
6cHZn — tratado com Zinco 6¢H, 30cHZn — tratado com Zinco 30cH, 5cHLac — controle
tratado com lactose 5¢cH, 6¢cHLac— controle tratado com lactose 6¢H, 30cHLac—controle
tratado com lactose 30cH, CI — controle infeccdo; CNI — controle ndo infectado. Os
medicamentos e seus controles foram preparados de acordo com a Farmacopeia Homeopatica
Brasileira e fornecidos ad libitum, diluidos em agua (1mL/100mL) por 16 horas consecutivas.
Foram administrados 48 horas antes e depois da infeccdo. Posteriormente, os animais foram
tratados de 56/56 horas até 9° dia de infec¢do. Os camundongos foram inoculados com 1.400
tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T. cruzi. Foram avaliados: 1) Parametros
parasitologicos: curva de parasitemia, periodo pré-patente, periodo patente, parasitemia total,
pico de parasitemia. 2) Parametros clinicos: peso, temperatura, consumo de racdo, agua, e
tempo de sobrevida 3) Dosagem de citocinas: GM-CSF, IFN-y, IL-5,IL-1p, IL-2, 1L-4, 1L-6,
IL-10, IL-12 e TNF-a foram dosadas em soro. Os dados foram comparados usando ANOVA e
LSD, 5% de significancia. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
— UEM - parecer n°091/2013. Resultados: Os medicamentos produzidos com Zincum
metallicum apresentaram efeito sobre a infeccdo murina por T. cruzi em todas as
dinamizacgdes ensaiadas. O medicamento 5cHLac apresentou o melhor efeito protetor
observado no presente estudo, aumentando significativamente a sobrevida e periodo pré-
patente dos animais infectados, com melhor desempenho clinico, mesmo com o aumento da
carga parasitaria. O melhor desempenho da dinamizacao 5cH, mais especificamente do grupo
5cHLac, relacionou-se com diminui¢do das citocinas IL-1b, IFN-y (pré-inflamatéria), 1L4,
IL5 (anti-inflamatoria) e GM-CSF (estimulador de macréfagos). Da mesma forma o
desempenho negativo dos grupos 6¢HZn e 30cHZn relacionou-se com variagoes
significativas de aumento ou reducdo de IL-6, dependendo do periodo da dosagem, em
relacdo ao grupo CI. Conclusdo: Zincum metallicum e lactose altamente diluidos modularam a
resposta imunoldgica.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Modelo murinho. Zincum metallicum. Medicamento

dinamizado.



Multicenter evaluation of the Zincum metallicum in different experimental
models: Infection model by Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

Introduction: The use of homeopathy in medical practice has been encouraged by health
agencies of the Brazil and the world. The homeopathic research can count on experimental
models and well-established modern methodologies, used in different areas of biology, to
evaluate the effectiveness of homeopathic medications and discovery of possible action
mechanisms. In a multicenter study, the compound Zincum metallicum which is simple
composed was chosen to be used in different experimental models. Zinc is an essential trace
element in the body and one of its functions is the modulation of immune response against
infection. Objective: Evaluate the effect of different dynamizations of Zincum metallicum in
the experimental infection by T. cruzi. Material and Methods: We conducted a blind,
controlled randomized trial, were used 136 Swiss male mice, 8 weeks of age and divided in
groups (n = 17):5cHZn- treated with zinc 5CH, 6¢cHZn - treated with zinc 6¢cH, 30cHZn -
treated with 30cH Zinc, 5¢cHLac - treated control with 5ch lactose, 6¢cHLac- treated control
with lactose 6¢H, 30cHLac - treated control with lactose 30cH, IC - infection control, CNI -
control uninfected. The medications and their controls were prepared according to the
Homeopathic Pharmacopoeia Brazilian and provided ad libitum, diluted with water (1 mL /
100 mL) for 16 consecutive hours. Were administered 48 hours before and after infection.
Subsequently, the animals were treated for 56/56 hours until 9th day of infection. Mice were
inoculated with 1,400 blood trypomastigotes of T. cruzi-Y strain. Were evaluated: 1)
Parasitological parameters: parasitemia curve, pre-patent period, patent period, total
parasitemia and parasitemia peak. 2) Clinical parameters: weight, temperature, feed intake,
water, and survival time 3) Determination of cytokine levels: GM-CSF, IFN-y, IL-5, IL-1p,
IL-2, IL-4, IL -6, IL-10, IL-12 and TNF-a were measured in serum. Data were compared
using ANOVA and LSD, 5% significance level. The project was approved by the Committee
on Animal Bioethics — UEM - 091/2013. Results: Medicaments produced with Zincum
metallicum showed effect on murine infection by T. cruzi in all tested dynamizations. The
5cHLac showed the best protective effect, significantly increasing the survival and pre-patent
period of infected animals, with a better clinical performance, even with increased parasite
load. The best performance of 5CH dynamization, specifically the 5cHLac group, was related
to a decrease of cytokines: IL-1b, IFN-y (pro-inflammatory), IL4, IL5 (anti-inflammatory)
and GM-CSF (macrophage stimulator). The poor performance of 6cHZn and 30cHZn groups
was related to significant variations of increase or reduction in IL-6, depending on the period
of dosage, compared to the IC group. Conclusion: Zincum metallicum and lactose highly
diluted modulate the immune response.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Murine model. Zincum metallicum. Dynamized medications.
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CAPITULO |

ESTUDO MULTICENTRICO

O medicamento homeopatico Zincum metallicum foi eleito por um grupo de pesquisadores
para ser avaliado em um estudo multicéntrico. Foi elaborado um projeto multicéntrico com a
participacdo de pesquisadores das universidades: Universidade Estadual de Maringad (UEM),
Universidade Paulista (UNIP), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Universidade
Federal do Parana (UFPR), Universidade Estadual Paulista (UNESP) e Universita degli Studi
di Verona.

A meta principal do estudo foi produzir evidéncias biol6gicas do medicamento homeopético
Zincum metallicum em diferentes laboratérios. Cada instituicdo testou esta substancia em
modelos experimentais ja estabelecidos por seus pesquisadores. Coube a cada instituicdo os
seguintes protocolos experimentais:

e Efeito do medicamento homeopatico Zincum metallicum na atividade de linfocitos e
fagdcitos de fémeas de camundongos BALB/c e sua prole;

e Efeito do medicamento homeopatico Zincum metallicum em modelo de cultura de
células (MTT test), proliferacdo celular (Tripan blue test), e analise microscépica de
morfologia celular;

e Efeito do medicamento homeopatico Zincum metallicum em macrofagos peritoneais
de camundongos em um modelo de co-cultura, analisando perfil de citocinas;

e Efeito do medicamento homeopéatico Zincum metallicum em modelo vegetal
utilizando Raphanussativus para analisar germinacéo, area foliar, a dimensédo fractal
de folhas e raizes, camada de cera nas folhas, clorofila e conteddo caroten, espectros
de UV, espectro visivel e IR, hidrofobia;

e Efeito do medicamento homeopatico Zincum metallicum em camundongos infectados
experimentalmente por Trypanosoma cruzi, cepa Y, avaliando pardmetros clinicos,
parasitologicos, histopatologicos e imunologicos, avaliado por nosso grupo de
pesquisa.

O projeto multicéntrico contou com um acordo de Cooperacdo Internacional entre Brasil-
Italia firmada entre as Universidades. Os integrantes do projeto se dispuseram a trabalhar com
protocolos de manipulagéo e utilizacdo do medicamento pré-estabelecidos. Da mesma forma,
as dinamizac¢des do medicamento também foram estabelecidas pelo grupo, sendo utilizadas as

dinamizagdes 5cH, 6¢H e 30cH do Zincum metallicume seus controles, estipulados como
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sendo os veiculos de preparacdo, lactose, seguindo 0s mesmos protocolos de preparo e as

mesmas dinamizagoes.

MODELO DE INFECCAO MURINA POR T. cruzi

O camundongo é o modelo animal mais utilizado para o estudo da infec¢do experimental por
T. cruzi. Isso se deve ao fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacdo curto,
menor custo, facil domesticacdo, manutencdo e principalmente por apresentar condi¢fes
patoldgicas muito semelhantes as humanas, permitindo uma possivel extrapolacdo dos
resultados para a espécie humana'?.

A infeccdo por T. cruzi ja foi reproduzida neste modelo em diferentes graus de severidade
dependendo da relacdo parasito-hospedeiro. Ja foram reproduzidas também, as fases aguda e
cronica da doenca, e suas caracteristicas parasitolégicas, imunolégicas e histopatoldgicas®. A
avaliacdo clinica incorpora caracteristicas adicionais e eficientes para seguir a evolugdo da
infeccdo neste modelo, além de auxiliar na avaliacdo de intervencbes medicamentosas.
Alguns parametros foram ja estabelecidos em protocolos de pesquisa, tais como avaliacdo do
consumo de agua, producdo de excretas, caracteristicas das fezes, peso, movimentacéo,
temperatura corporal, pilo erecdo, atividade motora e exploratoria. Esses parametros permitem
diferenciar camundongos infectados ou ndo por T. cruzi e o efeito de intervencdes™®. O
camundongo albino suico no isogénico é o modelo mais utilizado®. Eles sdo extremamente
sensiveis as diversas cepas do parasito e apresentam diferenca na resisténcia quanto ao sexo®.
O modelo murino conta com um ndmero importante de dados acumulados na literatura que
podem contribuir sobremaneira para a pesquisa de protocolos de tratamento que propdem
melhorar a abordagem e manejo terapéutico da infeccdo porT.cruzi’. A cepa Y de T. cruzi é
considerada uma cepa de referéncia, sendo uma das mais citadas na literatura. Esta cepa
apresenta predominantemente formas tripomastigotas sanguineas delgadas, alta viruléncia e
patogenicidade para camundongos suicos, assim como um determinado grau de resisténcia a
quimioterapicos®°. O curso da infecgdo por esta cepa, em modelo murino, inclui pico de
parasitemia alto e precoce, ocorrendo entre 0 7° e 8° dia de infeccdo. A mortalidade dos
animais infectados é alta e pode ocorrer entre a 22 e 3% semana de infeccdo para a maioria
deles'. Apresenta intenso parasitismo no baco e células fagociticas do figado nos primeiros
estagios de infeccdo e miotropismo nos estagios mais tardios. A cepa Y € considerada também
reticulotrdpica, apresentando tropismo preferencial para células fagocitarias do bago, figado e
medula 6ssea sendo denominadas macrofagotrépicas’'®*. O T. cruzi pode ser mantido em

laboratdrio por sucessivas passagens, em animais, na fase aguda da infeccdo, sem mostrar
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alteracbes de seus pardmetrosde infeccdo, que se mantém estdveis, mesmo apo6s longos
periodos de manutencdo em camundongos ou cultura acelular, como sugerido por Varios

autores>®,

RESPOSTA IMUNE E O PAPEL DAS CITOCINAS

A infecgéo por T. cruzi, mobiliza diversos mecanismos efetores do sistema imune, havendo a
ativacdo de fatores relacionados & imunidade inata e a imunidade adquirida®.
Consequentemente, 0 parasito passa a ser continuamente combatido, e tem sua multiplicacao
reduzida nos tecidos do hospedeiro. No entanto, a persisténcia indefinida do parasito, leva a
uma atividade prolongada do sistema imune, culminando no aparecimento de lesdes teciduais
e, eventualmente de alteragcdes funcionais musculares e nervosas, caracteristicas da infecgéo.
As células e mecanismos efetores do sistema imune sdo responsaveis, tanto pelo controle da
multiplicacdo do parasito nos tecidos como pelas lesbes locais resultantes da atividade
antiparasitaria®**.

Articulando a resposta imune inata e adquirida encontram-se as citocinas, que podem ser
organizadas em classes funcionalmente distintas: TNF-a(fator de necrose tumoral), TGF-
(fator de transformagéo do crescimento B), IL-1 (interleucina-1), IL-6 (interleucina-6) e IL-8
(interleucina-8) que sdo consideradas a resposta de fase aguda e INF-y (interferon-y), 1L-2
(interleucina-2), IL-4, IL-6, IL-7, IL-10,1L-12, 1L-13 e IL-15, que s@o as citocinas ditas
reguladoras da funcdo imune adquirida®.

Na infec¢do por T. cruzi, macrofagos secretam IL-12, ativando NK (células natural killer) e
estimulando a proliferacdo de linfécitos Thl. A ativacdo dessas células resulta na producéo de
IFN-y que atua diretamente em macrdfagos, que apresentam atividade microbicida mediada
por 6xido nitrico (NO)'. A citocina pré-inflamatéria TNF-o, também produzida durante a
infecgdo por T. cruzi, em associacio com IL-12 e IFN-y participa desta interagdo™.

Estudos conduzidos em modelos experimentais relatam a importancia das citocinas na
resisténcia e protecdo contra o T. cruzi. O papel protetor do IFN-y na infec¢do por T. cruzi®
foi observado em um estudo onde, animais resistentes quando tratados com anticorpos anti-
IFN-y, tornavam-se susceptiveis a infeccdo'’. A protecdo do IFN-y esti diretamente
relacionado a sintese de NO™® assim como a sua agdo sobre a ativagdo de macréfagos para
producdo de outras citocinas protetoras como TNF-o™.

Pesquisadores observaram que a administragdo de IL-12 em camundongos infectados com T.
cruzi resultou em reducdo na parasitemia®. Além disso, a neutralizacéo de IL-12 endégena

resultou em aumento do parasitismo, bem como diminuicdo dos niveis de IFN-y,
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demonstrando que o efeito protetor da IL-12 é dependente de IFN-y e TNF-a. A citocina
TNF-0 tem um papel importante no preparo da reposta imune adquirida®’. Esta citocina esta
envolvida na ativacdo de leucdcitos inflamatorios, estimulacdo de fagdcitos mononucleares
para producdo de citocinas, coestimulacdo de linfocitos T e potenciacdo da lise mediada por
linfocitos T citotoxicos™?. Além disso, 0 TNF-a, IL-6 e IL-1 modulam a expressdo de
moléculas de adesdo, que participam no recrutamento de linfocitos para os sitios de
inflamag&o®. Além do importante papel das citocinas na protecdo contra o parasito, seu papel
na mortalidade de animais infectados também ¢é relevante. A mortalidade de animais
infectados com T. cruzi experimentalmente é conseqiiéncia da a¢do do parasito, assim como
da resposta imune do hospedeiro®. A multiplicacdo descontrolada do parasito pode levar a
morte de animais susceptiveis, porém esse efeito é evitado por citocinas pro-inflamatérias
como IL-12, TNF-0, IFN-y. No entanto, em hospedeiros resistentes, a mortalidade ¢
prevenida por uma associagdo dos efeitos antiparasitarios de citocinas Thl com efeitos
antagonicos de citocinas antiinflamatérias Th2 como IL-10, TGF-B, IL-4 exercidos sobre as
primeiras. Isto ocorre devido ao fato de as citocinas pro-inflamatorias serem necessarias para
controlar o parasitismo, mas quando produzidas em excesso, exercem efeitos toxicos, letais
aos animais 2°. Neste contexto, o balanco das citocinas é responsavel pela direcio da evolugéo
da infeccéo por T. cruzi®.

MEDICAMENTO HOMEOPATICO

A homeopatia ¢ uma especialidade médica e farmacéutica que consiste em ministrar, ao
doente, doses minimas de medicamento para estimular a reacéo organica®*. O Ministério da
Saude, em maio de 2006, publicou a portaria n° 971 que aprova a Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde. Esta politica aponta para
uma série de diretrizes, dentre as quais, a necessidade do desenvolvimento de estudos clinicos
e de pesquisa basica envolvendo a homeopatia, 0s quais precisam ser incentivados no ambito
federal, estadual e municipal®.

Os medicamentos diluidos tém mostrado ser efetivos em diversas infec¢bes experimentais.
Muitas pesquisas basicas e clinicas tém sido conduzidas para comprovar os efeitos dos
medicamentos homeopaticos, assim como, para elucidar os possiveis mecanismos de acéo
desta terapéutica’®2®. Neste sentido, véarios modelos experimentais e metodologias modernas
tém sido utilizados na avaliacdo da eficicia de medicamentos homeopéticos, sendo utilizados
nestas avaliacOes parametros parasitologicos, moleculares, hematoldgicos, imunoldgicos entre

outros®***.Como resultados destes estudos na infeccdo murina experimental com T. cruzi
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temos que os medicamentos homeopéticos afetam o equilibrio imunoldgico do hospedeiro.
Varidveis como frequéncia de administracdo, a dinamizacdo da medicagdo, a escolha do
medicamento, e suas combinacfes podem interferir no efeito dos medicamentos

homeopaticos®’ .

Zincum metallicum

O zinco é um elemento essencial, que atua em diversos mecanismos fisiologicos,
imunolégicos e bioguimicos do organismo2. O composto atua como co-fator de mais de 300
enzimas necessarias para o crescimento e desenvolvimento normais de células, sintese de
DNA, fungdes neurosensoriais e agdo antioxidante, entre outros®*3*. O zinco destaca-se
devido os seus efeitos sobre as fungdes imunoldgicas e regulatorias, resisténcia a doencas e
melhoria da satide®=>*. Na homeopatia 0 zinco recebe o nome de Zincum metallicum, e é

prescrito para os distdrbios do sistema nervoso®’.

JUSTIFICATIVAS

Considerando que o presente estudo esta inserido em um projeto multicéntrico com objetivo
de produzir evidéncias bioldgicas do medicamento homeopatico Zincum metallicum em
diferentes laboratorios.

Considerando que o modelo de avaliacdo adotado em nosso estudo € o modelo murino de
infeccdo experimental por T. cruzi, modelo bem conhecido e largamente utilizado na
avaliacdo de intervencdes medicamentosas®.

Considerando que a literatura conta com varios estudos que mostram a utilizacdo de
medicamentos homeopaticos em infeccdes parasitarias, inclusive na infeccdo pelo T. cruzi. E
demonstram que tanto a dinamizacdo, 0 esquema de tratamento quanto o insumo ativo
utilizado podem interferir no efeito dos medicamentos homeopaticos®’ .

No anseio de entender melhor os efeitos dos medicamentos homeopéticos dentro do estudo
multicéntrico, utilizamos o modelo de infeccdo murina por T. cruzi para avaliar o efeito do

medicamento Zincum metallicum nas dinamizagdes5cH, 6¢H e 30cH.
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OBJETIVO
GERAL

Como parte de um estudo multicéntrico, este trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito do
medicamento Zincum metallicum, sobre os aspectos, clinicos, parasitologicos e imunoldgicos

na infecgcdo experimental por Trypanosoma cruzi.
ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do Zincum metallicum nas dinamizac¢Ges 5¢cH, 6¢H e 30 cH, na evolugédo da
infeccdo aguda experimental de camundongos por T. cruzi;

Avaliar o efeito da lactose (veiculo de preparacdo do Zn) nas mesmas diluicdes 5¢H, 6¢H e
30cH na evolucéo da infeccdo aguda experimental de camundongos porT. cruzi;

Avaliar pardmetros clinicos de animais infectados por T. cruzi submetidos ou ndo ao
tratamento com Zincum metallicum e lactose;

Avaliar parametros parasitologicos de animais infectados por T. cruzi submetidos ou ndo ao
tratamento com Zincum metallicum e lactose;

Avaliar o balanco de citocinas na imunomodulac¢ao da fase aguda de camundongos infectados

por T. cruzi e tratados com Zincum metallicum e lactose.
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CAPITULO Il

Artigo: “AVALIACAO MULTICENTRICA DO Zincum metallicum EM DIFERENTES
MODELOS EXPERIMENTAIS: MODELO DE INFECGAO POR Trypanosoma cruzi.”
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INTRODUCAO

A homeopatia é uma especialidade médica e farmacéutica que consiste em ministrar,
ao doente, doses minimas do medicamento para estimular a reagdo orgénica’, e tem se
mostrado uma alternativa segura e de baixo custo para diversas patologias®®. Dada sua
importancia e crescimento na utilizacdo, a homeopatia, juntamente com outras praticas
integrativas de saude, tem recebido apoio de organizacGes de saude nacionais e internacionais
que estabelecem normativas que apoiam seu uso. No Brasil, 0 Ministério da Salde aprovou a
Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Salde que
apresenta uma serie de diretrizes apoiando o desenvolvimento de estudos clinicos e de
pesquisa basica envolvendo a homeopatia>®.

Na pesquisa experimental basica e clinica, modelos e metodologias diversos tém sido
utilizados na avaliacdo da eficAcia de medicamentos homeopaticos. Tém sido avaliados
parametros clinicos, parasitolégicos, moleculares, hematolégicos, imunolégicos entre outros”
1> Este trabalho faz parte de um Projeto multicéntrico internacional para estudo de efeitos e
mecanismos de medicamentos altamente diluidos em, que o medicamento Zincum metallicum,
que é uma substancia pura e apresenta capacidade de modular resposta imune®®, foi escolhido
para ser avaliado em diferentes modelos experimentais, em cinco diferentes grupos de
instituicOes de pesquisa brasileira e europeia.

O modelo experimental de infeccdo com a cepa Y de Trypanosoma cruzi, utilizando
camundongos suicos, ndo isogénicos, foi eleito por nosso grupo’®*?. Este modelo é bem
conhecido e possui um grande nimero de dados publicados, que podem contribuir para o
entendimento da acdo de novas drogas. Além disso, permite a avaliacdo de uma variedade de
parametros que sdo também observados na infeccdo humana'®. A utilizacdo deste modelo
mostrou, em diversos estudos que, a dinamizagéo, o esquema de tratamento e o insumo ativo
utilizados podem interferir no efeito dos medicamentos dinamizados™®. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar em um estudo multicéntrico o efeito de diversas
dinamizagdes de Zincum metallicum comparando o efeito do medicamento preparado com
lactose, veiculo de diluicdo do Zincum metallicum, considerando o modelo de infeccéo
experimental murina por T. cruzi, avaliando parametros clinicos, parasitologicos e

imunoldgicos.

2. MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental: O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado e

randomizado, utilizando 136 camundongos machos, suicos, de oito semanas de idade,
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provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram
mantidos no biotério climatizado, sob temperatura controlada (22,7 + 1,2 °C), ciclos de
luz/escuro de 12 horas, agua e racao ad libitum.

Infeccéo e grupos experimentais: Os animais foram infectados por via intraperitoneal com
1.400 tripomastigotas de T. cruzi cepa Y *"*8. Os animais infectados foram divididos em oito
grupos (n=17)de acordo com o tratamento: Grupos de animais infectados, tratados com
Zincum metallicum em diferentes diluigdes: 5¢cHZn — Zincum metallicum1:10%°: 6¢cHZn —
Zincum metallicum1:10%%; 30cHZn — Zincum metallicum1:10%°. Grupos de animais infectados
tratados com o insumo inerte (Lactose) em diferentes diluicdes: 5cHLac - Lactose 1:10%,
6cHLac — Lactose 1:10, 30cHLac - Lactose 1:10%. Grupos controle de animais infectados e
néo infectados, ndo submetidos ao tratamento: CI - Controle de infec¢do; CNI - Controle ndo
infectado.

Preparo das substancias:

As preparacdes partiram da dinamizacdo 3cH Zincum metallicum e 3cH lactose fornecidos
pela Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) grupo
integrante no estudo multicéntrico, juntamente com um protocolo para continuar a
manipulacdo, homogeneizando a origem e preparo do medicamento entre 0s grupos do projeto
multicéntrico. Zincum metallicum - foi preparado nas dinamizag¢bes 5cH, 6¢cH e 30cH,
segundo a Farmacopeia Homeopética Brasileira'® para substancias insoltveis, utilizando o
dinamizador mecénico (DENISE® Campinas-SP). Lactose - foi preparada nas dinamizagdes
5cH, 6¢H e 30cH, seguindo as mesmas técnica de preparo para o Zincum metallicum, sem
conter a substancia Zincum metallicum, constituindo o controle de prepara¢do do Zincum
metallicum.

Controle de qualidade: As substancias foram submetidas ao controle de qualidade utilizando
testes microbioldgicos, e testes fisico-quimicos (pH, condutividade e deteccdo de ions) de
acordo com o0s ensaios de pureza descritos na Farmacopeia Homeopatica Brasileira para 4gua
purificada'®.

Esquema de tratamento: As substancias foram administradas por via oral, diluidas em agua
(ImL/100 mL de &gua), oferecidas ad libitum, em bebedouro ambar, 48 horas antes da
infeccdo, ficando disponivel aos animais nas primeiras 16 horas. Ap6s a infeccdo o
medicamento foi administrado de 56 em 56 horas, por 16 horas ininterruptas, até o 9° dia de

infeccdo de acordo com protocolo estabelecido pelo laboratdrio.
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Etica: A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio Experimental da Universidade Estadual de
Maringé sob a legislagdo brasileira para o uso de experimentagdo animal (Lei Federal nimero
6.638/1979). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA-
UEM), parecer 091/2013, respeitando as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacédo
Animal (COBEA), que é uma instituicdo vinculada ao Conselho Internacional para o

Laboratério de Ciéncia Animal.

Parametros avaliados:

Parametros clinicos: peso medido individualmente expresso em gramas em balanca digital;
temperatura expressa em graus centigrados, medida individualmente na regido anterior da
coxa traseira esquerda (menor quantidade de pelos) utilizando termdmetro digital; consumo
de racdo e agua expressa em gramas e mililitro, medidos em balanca digital e em proveta
graduada, respectivamente. Os valores de consumo de racdo e agua foram avaliados
coletivamente, considerando o valor inicial oferecido ao grupo subtraido do valor medido
apo6s um dia de consumo. O valor obtido foi dividido pelo nimero de animais para estimar 0s
valores individuais; A quantidade de excretas foi expressa em gramas, obtida pela pesagem da
cama das gaiolas apds um dia de uso subtraida do valor da pesagem antes do uso. Foram
consideradas fezes e urina conjuntamente. Todos os animais foram avaliados clinicamente
durante seis dias antes da infeccdo, e ap0ds a infeccdo, diariamente, em horario padronizado
(entre 7:00 e 8:00 a.m.).

Parametros parasitoldgicos: A parasitemia foi avaliada diariamente, até a morte do animal ou
até a negativacdo do exame por trés dias consecutivos, utilizando a técnica de Brener’. A
curva de parasitemia foi tracada utilizando a parasitemia média dos animais inoculados para
cada grupo. A partir da curva de parasitemia foram obtidos os dados de periodo pré-patente (o
tempo de infeccdo para detec¢do do parasito no sangue), periodo patente (o periodo que a
parasitemia pode ser detectada no sangue), porcentual de infectividade (porcentagem de
animais que se infectam considerando cada grupo experimental), pico de parasitemia (maior
parasitemia média observada), parasitemia total (média da soma da parasitemia de cada
camundongo ao longo do experimento), taxa de mortalidade (total de animais mortos em
relacdo ao numero de infetados, observada por até 30 dias de infec¢cdo), tempo de sobrevida
(tempo médio de vida de animais sobreviventes, em dias, apos a infecgdo).

Dosagem de citocinas: As dosagens foram realizadas com soro coletado de trés animais por
grupo eutanasiados nos tempos 0 (antes da infeccdo), 8° e 12° dias apos a infec¢do. Foram

dosadas as citocinas: Fator Estimulante de Coldnias de Granuldcitos e Macrofagos (GM-
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CSF), Interferon Gama (IFN-y), Interleucina-1 alfa (IL-l1a), Interleucina-1 Beta (IL-1B),
Interleucina2 (IL-2), Inteleucina4 (IL-4), Interleucina6é (IL-6), Interleucina 10 (IL-10),
Interleucina-12 (IL-12) (p40/p70) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) em 50 uL de
soro. Foi utilizado o kit Mouse Cytokine 10-plex panel (Invitrogen®,USA). A reacdo foi
realizada de acordo com orientagdes do fabricante e a fluorescéncia lida em leitor Luminex
(Luminex ®200"™xPONENT). As concentracdes das citocinas foram expressas em
picogramas/mL. O resultado final foi expresso em média * desvio padrdo das concentragdes
obtidas dos animais utilizados para cada grupo.

Anélise estatistica: Os dados foram analisados estatisticamente no software Statistica 8.0 e
R. 3.0.2 e foram expressos em valores de média e desvio padrdo. Foram utilizados os testes
de Shapiro-Wilk para analisar a normalidade e Analise de Variancia One-Way (ANOVA),
seguida do teste post-hoc LSD. Foi realizada analise ndo paramétrica de sobrevivéncia pelo
estimador de Kaplan-Meiere o teste de Logrank. Para todos os testes, o nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros clinicos: Os parametros clinicos foram avaliados diariamente para cada animal
dos diferentes grupos experimentais e estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Valores de média e desvio padrdo dos parametros clinicos avaliados em
camundongos sui¢os, machos, com oito semanas de idade, infectados com 1400
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, submetidos a diferentes tratamentos.

Gr“pf’ < ~ Temperatura
Iexperlmenta Agua (mL) Racéo (g) Peso (g) Excreta (g) (°C)

Cl 9.442.3° 7.3+1.9°  41.9+41° 7.4+2.1° 32.442.2°
CNI 9.8+3.4%¢ 6.4+1.1%  38.1+4.2° 57+18°¢  32.3+2.1°
5¢cHZn 7.741.7°%%  59+16°  39.0444° 56+1.8° 32.0+2.0¢
5cHLac 7.3+1.7° 5.4+1.6°  37.6+5.0° 5.2+1.4° 31.7+2.1°
6cHZN 7.4+2.4"¢ 6.4+2.3%  41.3+3.4% 6.0+2.1° 31.9+2.2°
6cHLac 7.442.0° 5.8+2.0°¢ 38.6+5.7° 5.3+1.6° 31.7+2.0¢
30cHZn 6.8+2.2° 5.74#1.9°  39.6+5.3° 53+1.7° 31.9+1.9%¢

30cHLac 7.4%2 1%¢ 5.74#2.0°  38.2449° 55+1.9° 32.3+2.2¢d

Pardmetros clinicos: Ingestdo de agua (mL), Ingestdo de racdo (g), Peso (g), eliminacdo de excretas (g),
temperatura (°C). Diferentes letras em uma coluna significam diferenga estatistica (p<0.05). Teste p(ANOVA +
LSD). Grupos: Controle infectado (CI), 5cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10™°), 5¢cHLac(tratado com
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lactose 1:10™), 6¢cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10'), 6¢cHLac(tratado com lactose 1:10*%) 30cHZn
(tratado com Zincum metallicum1:10%°), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%).

Na avaliacdo da ingestdo de agua, os grupos 5¢cHZn, 6¢cHZn e 30cHLac apresentaram valores
semelhantes aos observados no grupo CNI (p<0,0001). Mesmo que n&o tenha sido observada
diferenga de consumo entre animais sadios e infectados sem tratamento neste experimento,
animais infectados consomem menos agua que animais sadios’ e a aproximagdo dos
resultados observados, nestes grupos, aos valores observados no grupo néo infectado sugerem
melhor estado natural destes grupos de animais, refletindo em relacdo parasito-hospedeiro
mais equilibrada, com melhor proveito dos beneficios de alguns dos medicamentos utilizados.
Para 0 consumo de ragdo 0s grupos tratados mostraram menor ingestdo de racdo que 0s
observados nos grupos Cl e CNI (p=0,0092), no entanto, quando é avaliado o peso dos
animais, observa-se que osgrupos5cHLac, 6¢cHLac e 30cHLac foram semelhantes ao grupo
CNI (p<0,0001). Foi possivel verificar que o grupo 6cHZn, que apresentou-se mais
debilitado, apresentou valores de peso semelhante ao animais do grupo CI, o que aparece na
literatura como sendo reflexo do curso do processo de instalacdo da infec¢cdo murina por T.
cruzi, no qual o animal torna-se debilitado, caquético, com edema generalizado®?’. Na
avaliagdo da quantidade de excretas eliminadas, que informam sobre a fisiologia e
metabolismo dos animais, os grupos 5¢cHZn, 6¢cHZn e 30cHLac ndo foram estatisticamente
diferentes do grupo ndo infectado (p<0,0001), mostrando valores mais elevados que 0s
demais grupos tratados.Esta caracteristica pode estar relacionada aos valores de peso que se
mantiveram iguais aos observados nos animais ndo infectados. Estudos mostram que, frente
ao dano causado pela infec¢cdo murina por T. cruzi, 0 organismo tende a se modificar na busca
do reestabelecimento do equilibrio, em beneficio do hospedeiro. A melhor conversdo
alimentar ja foi descrita em outros modelos tratados com medicamentos homeopaticos®: %,
Em ratos Wistar infectados por altos indculos de T. cruzi, a utilizacdo de medicamento
dinamizado e diluido promoveu aumento do comprimento do célon®* com manutencdo da

populagéo neuronal®

, reforgando a ideia de que o organismo se movimenta em dire¢do a um
equilibrio. Considerando a avaliacdo de temperatura nos animais dos diferentes grupos
experimentais foi possivel observar que os valores foram bastante aproximados entre 0S
grupos infectados, com pequena queda de temperatura, quando comparados com grupo nao
infectado (<0,0001). Embora dados de nosso laboratério mostrem elevacdo da temperatura

neste modelo 242

e outros estudos informem que temperaturas mais elevadas estdo ligadas a
ativacéo da resposta imunoldgica?’, neste estudo observou-se modulacéo positiva do sistema

imunologico, com resultado final de beneficio para alguns dos grupos tratados (5cHZn,
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5cHLac, 6¢cHZn, 6¢cHLac, 30cHZn, 30cHLac) sem aumento de temperatura. Estes dados
podem estar relacionados a diferentes mecanismos de controle da infecgdo considerando
trabalhos anteriores**?°. No presente trabalho, foi possivel observar uma melhora clinica em
alguns grupos tratados. Os efeitos observados sdo indicativos de interferéncia positiva do
tratamento com medicamento diluido no eixo metabdlico neuro-psico-imuno-enddcrino, um
sistema integrado que promove uma resposta bioldgica do hospedeiro frente ao parasito e
favorece a recuperacdo clinica dos animais regulando a homeostase organica®®. No sistema
integrado que promove uma resposta biologica, a avaliagdo clinica de modelos murinos
experimentais envolve a individualidade de comportamento inerente aos sistemas biol6gicos
complexos podendo ser os resultados muito variaveis e as diferencas observadas sutis nem

sempre apresentam diferenca estatistica entre os grupos para todos os parametros avaliados.

Parametros parasitologicos: Os parametros parasitologicos foram avaliados diariamente
para cada animal dos diferentes grupos experimentais. Os valores estdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2: Valores de média e desvio padrdo dos pardmetros parasitoldgicos avaliados em
camundongos suicos, machos, com oito semanas de idade, infectados com 1400
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, submetidos a diferentes tratamentos.

Grupo Curva de 5 Pic gc PPP PP
experimental  parasitemia(x10%) @100 L h109) (dias)  (dias)
Cl 6.96+16.76° 85.03+45.26%  40.95+29.51° 4.3+0.7°%  6.4+3.0°
5cHZn 6.48+16.65° 107.82+36.82% 53.50+28.60° 4.5+1.3°  8.4+2.9°
5cHLac 6.85+17.00° 114.20+30.35°  63.60+20.80° 4.3+0.9° 8.8+3.1°
6cHZn 8.48+17.51° 113.65+38.43° 55.90+17.61%° 4.2+059 7.1+2.7°
6cHLac 9.48+20.66 139.29+43.81°  69.90+22.38° 4.4+0.7° 9.7+4.3¢
30cHZn 9.10+20.88° 119.41+35.00°  66.75+28.02° 4.3+0.9°  8.4+2.8°
30cHLac 6.12+16.32° 105.08+41.50¢  58.75+30.50° 4.0+0.6°  9.8+3.9¢

Parametros parasitolégicos: curva de parasitemia (nimero de tripomastigotas X 10°/mL), Py = S0ma da média
dos niveis de parasitemia diéaria para cada camundongo; Pg- 4, — média da parasitemia no 8° dia de infec¢do;
PPP= periodo pré-patente; PP = periodo patente. Diferentes letras em uma coluna significam diferenca estatistica
(p<0.05).Teste p(ANOVA + LSD). Grupos: Controle infectado (Cl), 5¢cHZn (tratado com Zincum metallicum
1:10%), 5cHLac(tratado com lactose 1:10%), 6¢HZn (tratado com Zincum metallicum 1:10%%), 6¢HLac(tratado
com lactose 1:10'%) 30cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10%°), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%°).

Foi possivel observar que ndo houve variacdo significativa na curva de parasitemia entre 0s
grupos. Os grupos tratados apresentaram maior parasitemia total que os grupos nao tratados
(p<0,0001). Na infeccdo murina por T. cruzi, a morbidade estd ligada a parasitemia®.

Entretanto, a relacdo parasito hospedeiro é fundamental para a evolucdo da infeccdo que é
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mais letal quando o equilibrio desta relacéo estd comprometido®*3.

Estudos realizados por
nosso grupo relatam a possibilidade de aumento na parasitemia quando animais com maior
suscetibilidade ao T. cruzi, como camundongos suicos, sdo submetidos ao tratamento com

medicamento dinamizado’=?

, mostrando uma relacdo indireta entre parasitemia e morbidade
nestes animais. Outros modelos de infecgdo mostram também uma relagdo indireta entre carga
parasitaria e morbidade quando utilizado medicamento diluido, parecendo esta ser uma
caracteristica destes tratamentos>, sendo que o sucesso do tratamento vai depender de um

2532 esquema de tratamento’® e o maior

conjunto de fatores que envolvem o medicamento
equilibrio da relagdo parasito-hospedeiro. A analise da parasitemia total mostrou linearidade
de resposta para o tratamento com Zincum metallicum e lactose considerando as dinamizagdes
5cH e 6¢H. Este resultado estd de acordo com o principio da linearidade de resposta em
farmacologia, de forma inversa, uma vez que apesar de nas dinamizacdes 5¢cH e 6¢cH ainda
serem encontradas moléculas nas preparacdes medicamentosas®*, na dinamizacdo 6cH a
concentracdo de Zn ou lactose é cem vezes menor que nas preparacdes 5¢cH, significando que
guando se diminui a quantidade de moléculas dinamizadas oferecidas aos animais infectados,
a parasitemia total aumenta, impondo ao organismo necessidades de mobilizacdo de respostas
diferentes. Avaliando o PP verifica-se valores mais elevados nos grupos tratados comparados
ao grupo Cl (p<0,0001) que é compativel com o aumento significativo da parasitemia total
nestes grupos sugerindo que a acdo do medicamento passa por provocar condi¢do de doenca
mais grave que se controlada pelo organismo promoveréa resultantes positivas dependendo da
capacidade do organismo em equilibrar o desconforto gerado. A melhor adequacdo de
medicamento e esquema terapéutico é a discussdo deste dado que deve ser aprofundada

considerando os achados de outros autores”®*>%

. No parametro PPP, o grupo 5cHZn
apresentou valores estatisticamente maiores que os demais grupos, inclusive o grupo CI
(p<0,0001). Aleixo e colaboradores® mostraram que o aumento do PPP estd diretamente
relacionado a um aumento da sobrevivéncia dos animais, sugerindo melhor progndstico neste

modelo experimental, refletindo beneficio do tratamento com 5¢cHZn.

Analise de sobrevivéncia dos animais:A figura 1 e as tabelas 3 e 4 resumem o0s dados para a
sobrevivéncia. Nos grupos 5¢cHZn e 5¢cHLac houve sobrevivéncia de pelo menos um animal
por grupo, por todo o periodo avaliado (figura 1). Os grupos 5¢cHLac (p=0.0377) e 30cHLac
(p=0.0314), apresentaram aumento significativo do tempo de vida estimado quando
comparados ao grupo CI (tabela 3). O grupo 30cHLac apresentou maior tempo de vida

estimada em relacdo ao grupo 30cHZn (p=0,0167) (tabela 3). As comparacOes entre as
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poténcias, tanto para os grupos tratados com Zincum metallicum quanto para oS grupos
tratados com Lactose ndo apresentaram diferenca significativa. A analise da tabela 2 explica a
pior evolugdo do grupo 5¢cHZn em relacdo ao grupo 5cHLac, embora o tempo estimado de
vida esteja muito proximo. A probabilidade dos animais do grupo 5cHZn sobreviver até o 15°
dia de infeccdo € 0.364 enquanto para o grupo 5cHLac é 0.5455. Este dado mostra
superioridade de efeito positivo do grupo 5¢cHLac, uma vez que a literatura relata mortalidade
da totalidade dos animais infectados por esta cepa, neste modelo experimental®.

Figura 1: Curva da andlise de camundongos suigos, machos, com oito semanas de idade,
infectados com 1400 tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, submetidos a diferentes
tratamentos.
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Grupos: Controle infectado (Cl), 5cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10%), 5cHLac(tratado com lactose
1:10), 6cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10*%), 6cHLac(tratado com lactose 1:10*%) 30cHZn (tratado
com Zincum metallicum1:10%°), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%°). *Foi observado 100% de sobrevivéncia
para o grupo CNI, ndo incluido neste grafico.

Tabela 3: Valores da comparacdo do tempo de vida estimada (dias) de camundongos suicos,
machos, com oito semanas de idade, infectados com 1400 tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi, submetidos a diferentes tratamentos.

Comparacao entre grupos (tempo de vida P
estimada em dias)

ClI (3.35) versus5¢cHZn (15.71) 0.1530
ClI (3.35) versus6cHZn (7.09) 0.5490
ClI (3.35) versus30cHZn (7.21) 0.4800

ClI (3.35) versusb5cHLac (14.59) 0.0377*
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ClI (3.35) versus6cHLac (9.29) 0.1430
Cl (3.35) versus30cHLac (15.76) 0.0314*
5¢cHZn (15.71) versus 5¢cHLac (14.59) 0.7980
6¢cHZn (7.09) versus 6¢cHLac (9.29) 0.1460
30cHZn (7.21) versus 30cHLac (15.76) 0.0167*

*Diferenca estatistica (p<0.05). Grupos: Controle infectado (Cl), 5cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10™),
5cHLac(tratado com lactose 1:10™°), 6cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10), 6cHLac(tratado com
lactose 1:10%) 30cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10%°), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%°). *Foi
observado 100% de sobrevivéncia para o grupo CNI, ndo incluido nesta tabela.

Tabela 4: Probabilidade de sobrevivéncia e intervalo de confianga até 15 dias apds a infeccéo
para camundongos suicos, machos, com oito semanas de idade, infectados com 1400
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo Ocorréncias Probabilidade  1C 95%
de mortes de
sobrevivéncia

Cl

12 3 0.500 0.2246 1.000
14 1 0.333 0.1075 1.000
15 1 0.167 0.0278 0.997
5¢cHZn

12 3 0.727 0.506 1.000
13 1 0.636 0.407 0.995
14 1 0.545 0.318 0.936
15 2 0.364 0.166 0.795
5¢cHLac

12 3 0.7273 0.5064 1.000
15 2 0.5455 0.3180 0.936
6cHZnN

12 3 0.7273 0.5064 1.000
13 1 0.6364 0.4071 0.995
14 2 0.4545 0.2379 0.868
15 3 0.1818 0.0519 0.637
6¢cHLac

12 3 0.7273 0.5064 1.000
14 2 0.5455 0.3180 0.936
15 1 0.4545 0.2379 0.868
30cHZn

12 3 0.7273 0.5064 1.000
13 1 0.6364 0.4071 0.995
14 3 0.3636 0.1664 0.795
15 2 0.1818 0.0519 0.637

30cHLac
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12 3 0.7500 0.5410  1.000
14 1 0.6667 0.4468  0.995
15 1 0.5833 0.3616  0.941

Grupos: Controle infectado (Cl), 5cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10™), 5cHLac(tratado com lactose
1:10%), 6cHZn (tratado com Zincum metallicum1:10*%), 6cHLac(tratado com lactose 1:10*%) 30cHZn (tratado
com Zincum metallicum1:10%°), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%). *Foi observado 100% de sobrevivéncia

para o grupo CNI, nédo incluido nesta tabela.

Dosagem de citocinas:Considerando as diferentes citocinas, os trés tempos avaliados e 0s
grupos com melhor (5¢cHZn e 5chLac) e pior (6¢chZn e 30cHZn) desempenho de evolugéo da
infeccdo, foram observadas diferencas significativas somente para as citocinas IL-1b, TNF-a,
IL-6, IFN-y (pro-inflamatdrias), IL-4, IL-5 (anti-inflamatdrias) e GM-CSF (estimuladora de
hematopoiese), sendo a maioria no 8° dia de infecgdo, como resumido na tabela 5.
Resumidamente, as citocinas IL-1b, IL4, IL5, IFN-y ¢ GM-CSF apresentaram menor
concentracdo no grupo 5cHLac comparada ao grupo CI no 8° dia de infeccdo. No grupo
5cHLac, grupo onde foi observado melhor desempenho do tratamento, houve aumento de
parasitemia no 8° dia de infeccdo, embora com melhor evolucdo clinica e maior sobrevida.
Estes resultados permitem correlacionar a necessidade de menor concentracdo das citocinas
IL-1b, IL4, IL5, IFN-y e GM-CSF, ao melhor progndstico conferido pelo tratamento com
5cHLac no esquema terapéutico estabelecido no presente experimento, mesmo que
inicialmente ele provoque aumento de parasitemia®.

Este resultado esta coerente com melhor evolucédo da infeccdo e maior sobrevida dos animais
gue expressaram esta cinética para citocinas pro-inflamatérias, considerando que a infeccdo
por T. cruzi é um fendmeno inflamatério por exceléncia *° e o sucesso do controle da infecgdo
parece depender de uma modulagdo negativa destas citocinas. O equilibrio de producéo de
citocinas pro e antiinflamatérias é outro ponto a ser considerado e ja foi discutido por outros

autores 2%,

A citocina TNF-a tem um papel importante no preparo da reposta imune
adquirida *°. Esta citocina esta envolvida na ativacéo de leucécitos inflamatdrios, estimulagéo
de fagocitos mononucleares para producdo de citocinas, co-estimulacdo de linfécitos T e
potenciacdo da lise mediada por linfécitos T citotoxicos’. Além disso, o0 TNF-q, IL-6 e IL-1
modulam a expressdo de moléculas de adesdo, que participam no recrutamento de linfécitos
para os sitios de inflamagéo38. Além do importante papel das citocinas na protegdo contra o
parasito, seu papel na mortalidade de animais infectados também € relevante. A mortalidade
de animais infectados com T. cruzi experimentalmente é conseqiiéncia da acdo do parasito,

assim como da resposta imune do hospedeiro®®. A multiplicacdo descontrolada do parasito
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pode levar a morte de animais susceptiveis, porém esse efeito é evitado por citocinas pro-
inflamatorias como 1L-12, TNF-a, IFN-y. No entanto, em hospedeiros resistentes, a
mortalidade € prevenida por uma associagdo dos efeitos antiparasitarios de citocinas Thl com
efeitos antagonicos de citocinas antiinflamatorias Th2 como 1L-10, TGF-B, IL-4 exercidos
sobre as primeiras. Isto ocorre devido ao fato de as citocinas pro-inflamatorias serem
necessarias para controlar o parasitismo, mas quando produzidas em excesso, exercem efeitos
toxicos, letais aos animais *. Neste contexto, o balanco das citocinas é responsavel pela
direcdo da evolucdo da infeccdo por T. cruzi*®. Em contraposicdo, a cinética de IL-6
apresentou-se com maior concentracdo no tempo 0 e menores concentragdes no tempo 12 nos
grupos com pior evolugdo, ou seja, 6¢HZn e 30cHZn. Considerando que houve tratamento
anterior a infeccdo, esta cinética de IL-6 pode ser correlacionada a uma modulacdo negativa
para controle da infeccdo experimental murina por T. cruzi. Este resultado esta de acordo com
o0 papel exercido pela IL-6 que é uma citocina pleiotropica que tem influéncia nas reacGes
inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda da inflamacdo™’. Varios
artigos mostram que outros mecanismos imunomodulatérios podem estar envolvidos no
sucesso do controle da infecgdo murina por T. cruzi, seja interferindo na carga parasitaria”® ou
no processo inflamatério, por exemplo aumento de apoptose®?, o que levaria a diminuic&o do
dano tecidual e devem ser considerados como perspectivas de aprofundamentos das
discussOes destes dados aqui apresentados.

Tabela 5: Comparacdo da concentracdo de citocinas entre grupos considerando dia da
infeccdo para a dosagem e evolucdo clinica de camundongos suicos, machos, com oito
semanas de idade, infectados com 1400 tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, submetidos a
diferentes tratamentos.

Evolucéo clinica
Citocina Dia de Comparacéo entre para o grupo em
dosagem grupos * negrito na
comparacao
IL-1p 8 5cHLac<Cl FAVORAVEL
12 5cHLac=CNI
L4 8 5cHLac<Cl FAVORAVEL
L5 8 5cHLac< Cl FAVORAVEL
0 30cHZn>Cl, 5 e 30cHLac
0 6¢cHZn>Cl, 5 e 6¢cHLac
IL-6 0 6 e 30cHZn>Cl e 5¢cHLac | DESFAVORAVEL
12 6 e 30cHZn<Cl e 5¢cHLac
12 6¢cHZn<Cl e 6cHLac
IFN-y 8 5cHLac<Cl FAVORAVEL
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TNF-a 0 5cHLac>Cl FAVORAVEL
8 5cHLac>ClI
0 5cHLac>ClI
0 5cHLac=CNI FAVORAVEL
GM-CSF 8 5cHLac<ClI

Grupos: Cl(Controle infectado), CNI (controle ndo infectado), 5cHLac(tratado com lactose 1:10%%), 6cHZn
(tratado com Zincum metallicum1:10'%), 6cHLac(tratado com lactose 1:10%%) 30cHZn (tratado com Zincum
metallicum1:10%), 30cHLac(tratado com lactose 1:10%°). *Foram considerados apenas 0s grupos com
diferenca estatistica e que apresentaram o melhor e o pior desempenho em relacéo ao ClI.

Na avaliacdo geral de todos os parametros, o grupo 5cHLac apresentou melhor efeito.
Considerando que a lactose € tida como um principio inerte para preparacfes homeopaticas
insolGveis', neste trabalho ndo se pode ignorar a possibilidade deste principio apresentar
efeito medicamentoso quando dinamizado isoladamente. Essa possibilidade é reforcada se
considerarmos que autores sugerem a mudanca de lactose por manitol em formulacGes de po e
tablete para individuos diabéticos ou sensiveis a lactose®’. Outro fator relevante é a
possiblidade de contaminacdo do insumo inerte pelo insumo ativo, durante o preparo de
medicamentos altamente diluidos*. Entretanto, no presente estudo precaucdes preventivas
foram tomadas para evitar esta contaminacdo. Considerando o composto estudado como
possivel intervencdo na infeccdo por T. cruzi, os dados deste estudo apresentam o Zincum
metallicum como um composto pouco promissor neste modelo. Porém, considerando este
trabalhno como parte de um estudo multicéntrico, cujo objetivo é avaliar, em diferentes
modelos, a acdo do Zincum metallicum que por definicdo conceitual deve ser preparado
utilizando em parte do processo a lactose como diluente, os dados gerados sdo bastante Uteis
pois mostram efeito de substancias altamente diluida, considerando os pardmetros estudados,
diferencas de efeito entre as dinamizagOes, e efeito mediado pela modulagdo de citocinas.
Mais experimentos estdo em andamento direcionando e aprofundando os estudos sobre o

medicamento Zincum metallicum.

5. CONCLUSAO

Os medicamentos produzidos com Zincum metallicum apresentaram efeito sobre a infeccao
murina por T. cruzi em todas as dinamizacGes ensaiadas (5¢H,6¢H,30cH); a lactose, veiculo
utilizado para o preparo do Zincum metallicum, apresentou efeito sobre a infec¢cdo murina por
T. cruzi, nas dinamizagdes 5 e 30cH, sendo que o medicamento 5cHLac apresentou o melhor
efeito protetor observado no presente estudo, aumentando significativamente a sobrevida e
periodo pré-patente dos animais infectados, com melhor desempenho clinico, mesmo com o

aumento da carga parasitiria. O melhor desempenho da dinamizacdo 5cH, mais




34

especificamente do grupo 5cHLac, relacionou-se com diminuigéo das citocinas IL-1b, IFN-y
(pré-inflamatéria), 1L4, IL5 (anti-inflamatdria) e GM-CSF (estimulador de macréfagos). Da
mesma forma o desempenho negativo dos grupos 6c¢HZn e 30cHZn relacionou-se com
variacdes significativas de aumento ou reducdo de IL-6 em relagdo ao controle de infecgéo.

Zincum metallicum e lactose altamente diluidos modulam a resposta imunologica.
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CAPITULO I
CONCLUSOES
Os resultados obtidos nesta dissertacdo permitem concluir que:

1) Tanto os grupos tratados com Zincum metallicum e lactose, interferiram na evolucdo da
infeccdo de camundongos suicos por T. cruzi;

2) Das dinamizacOGes testadas o melhor desempenho nos pardmetros clinicos e
parasitologicos foi observado para a 5¢H;

3) Dos tratamentos utilizados a lactose 5cHLac apresentou melhor desempenho para os
parametros avaliados.

4) Os medicamentos altamente diluidos testados possuem capacidade de modular a infeccdo
experimental murina por T. cruzi, alterando a cinética de citocinas produzidas.

5) O balanco das citocinas observado neste estudo pode ser relacionado ao equilibrio da

relacdo parasito-hospedeiro com maior sobrevida.

PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Aprofundamento de estudos com a dinamizagao 5¢cH avaliando pelo menos:

2. Avaliacgdo da histopatologia nos diferentes grupos experimentais;

3. Correlacionar a cinética de citocinas com o melhor resultado obtido nos medicamentos
utilizados;

4. Comparagéo do envolvimento de apoptose nos diferentes grupos experimentais;

5. Andlise de novos parametros em equipamentos que possibilitem informacdes a

respeito do mecanismo de acdo destes medicamentos.



