UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
IRE CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE ,
\Y/ A PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

A

ERIKA CRISTINA FERREIRA

Avaliacéo do efeito dos medicamentos homeopaticos Phosphorus e bioterapico de
soro de galinha (Gallus gallus domesticus) na infeccéo experimental por
Trypanosoma cruzi.

Maringa
2018



ERIKA CRISTINA FERREIRA

Avaliacéo do efeito dos medicamentos homeopaticos Phosphorus e bioterapico de
soro de galinha (Gallus gallus domesticus) na infec¢ao experimental por
Trypanosoma cruzi.

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias da Saude do Centro de Ciéncias da Salde,
Universidade Estadual de Maringé, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias da Saude
Area de concentragdo: Doencas Infecciosas e Parasitarias.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Silvana Marques de Aradjo

Maringa
2018



FOLHA DE APROVACAO

ERIKA CRISTINA FERREIRA

Avaliacédo do efeito dos medicamentos homeopaticos Phosphorus e bioterapico de
soro de galinha (Gallus gallus domesticus) na infeccao experimental por
Trypanosoma cruzi.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Maringa, como requisito parcial para

obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias da Saude pela Comissao Julgadora composta pelos
membros:

COMISSAO JULGADORA

Prof2. Dr2, Silvana Marques de Araujo
Universidade Estadual de Maringa (Presidente)- DBS/UEM

Profd. Dr2. Denise Lessa Aleixo
Centro Universitario de Maringa- UNICESUMAR

Prof®. Dr2. Fabiana Nabarro Ferraz
Universidade Estadual de Maringa - Lepac/UEM

Prof2. Dr2. Monica Lucia Gomes
Universidade Estadual de Maringad- DBS/UEM

Profé. Dr. Max Jean de Ornelas Toledo
Universidade Estadual de Maringa - DBS/UEM

Defesa: 9 de Julho de 2018 as 14:00hs.
Local: Sala 01, Bloco 126, campus da Universidade Estadual de Maringa.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todos aqueles
que contribuiram parasua realizacédo
direta ou indiretamente.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Maringa - UEM, que por meio de seu Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias da Saude, permitiu o desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco, também, as professoras Dr?. Denise Lessa Aleixo, DréFabiana Nabarro
Ferraz, Dr. Monica Lucia Gomes e Dr°. Max Jean Ornelas Toledo que aceitaram participar da
minha banca de defesa.

A todos os professores que transmitiram seu valioso conhecimento ao longo da conclusao
das disciplinas, em especial, a minha orientadora, Prof?. Dr?. Silvana Marques de Araujo, que me
fez crescer muito cientificamente, intelectualmente e como pessoa, tanto durante o mestrado
quanto ao longo do doutorado e, principalmente, pela sua dedicacdo, paciéncia e a maneira
amorosa que transmite conhecimento adquirido ao longo dos anos.

Aos amigos da parasitologia: Ariella Andrade Marchioro, Renata Coltro, Daniela d'Arce
Mota, Caroline Felicio Braga, Angela Rigo Portocarrero, Patricia Sandri.

Agradecimento de forma especial a amiga Larissa Ciupa que mesmo passando por
momentos dificeis em 2017, teve muita paciéncia durante o doutorado e me propiciou momentos
de muito conhecimento, amor e paixdo pela pesquisa. Esta tese, sem ddvida, ndo poderia ser
concluida sem seus conhecimentos, inteligéncia, dedicacdo e sincera amizade.

Aos funcionarios do biotério de parasitologia basica (bloco 1-90), pela sua contribuicdo
para o desenvolvimento desta pesquisa.

A todos que, de forma direta ou indireta, contribuiram para a realizacdo deste trabalho.

A Deus que sempre esta ao meu lado e que ndo me deixa desistir!



EPIGRAFE

O periodo de maior ganho em
conhecimento e experiéncia é
0 periodo mais dificil da vida
de alguém.

Dalai Lama



Avaliacdo do efeito dos medicamentos homeopaticos Phosphorus e bioterapico
de soro de galinha (Gallus gallus domesticus) na infec¢do experimental por
Trypanosoma cruzi.

RESUMO

A doenca de Chagas, também denominada tripanossomiase americana é resultante da
infeccdo causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, descrita, por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas (1909). Limitada, primariamente ao continente americano, em virtude
da distribuicdo de mais de 150 espécies do inseto vetor, atualmente € diagnosticada em
quase todos os continentes devido aos movimentos migratorios. Embora seja um problema
de saude global, é classificada pelo Ministério da Salde brasileiro como “Negligenciada”,
ndo despertando interesse da industria farmacéutica. No momento, o Brasil dispde somente
do benznidazol para o tratamento etioldgico desta infec¢do. Contudo, este medicamento
pode provocar efeitos colaterais importantes e possui baixa eficicia na fase crénica da
doenca. Assim, a procura de um tratamento etiolégico complementar/alternativo tem sido
0 objetivo de muitos pesquisadores. Nesse contexto, a homeopatia surge como uma opgéo
para enfrentamento da infeccdo, com reducdo de efeitos colaterais e de toxicidade
proporcionada pelo tratamento alopatico com o benznidazol. Alguns trabalhos ja
demonstraram, experimentalmente, a diminui¢cdo da parasitemia e de efeitos colaterais,
com evolugdo clinica mais favordvel devido ao tratamento com uma associacdo de
benznidazol com uma composicdo do mesmo medicamento ultradiluido associada a
reducdo de efeitos colaterais e com evolucdo clinica mais favoravel. O efeito de
medicamentos altamente diluidos vem sendo demostrado em diversos experimentos
usando a infeccdo por T. cruzi como modelo ou outras infecgdes, por varios grupos de
pesquisa. Na homeopatia, podem ser utilizados medicamentos repertorizados segundo a
teoria de Hahnemann ou bioterdpicos feitos a partir de material bioldgico. Aqueles
preparados a partir de soro de animal sadio tem efeito significativamente melhor que o
efeito de preparados a partir de soro de animal infectado por T. cruzi. Da mesma forma,
medicamento preparado a partir de soro de espécie mais resistente ao T. cruzi, tem melhor
efeito que aquele preparado a partir de soro de espécie mais suscetivel. A hipotese que
surge € que o organismo tratado usa 0 medicamento como modelo de atuacéo. A cepa Y de
T. cruzi tem o curso de infeccdo bem conhecido. Essa cepa apresenta alta viruléncia e
patogenicidade para camundongos Swiss observando-se, invariavelmente morte da grande
maioria dos animais ndo tratados mesmo com indculo baixo. Por conseguinte, o percentual
de sobrevivéncia pode constituir-se em importante marcador para o direcionamento de
novos experimentos. Outros roedores como os ratos (Rattus norvegicus) também tém sido
bastante utilizados em pesquisas com o T. cruzi por possuirem caracteristicas genéticas e
fisiologicas semelhantes aos humanos, permitindo a avaliacdo de varios parametros que
facilitam a interpretacdo do desenvolvimento de doenga nos seres humanos. A resposta
inflamatoria, principal evento da patogénese da infecgdo por T. cruzi, é desencadeada por
uma série de eventos nos quais estdo envolvidos macrofgos, 0xido nitrico, citocinas pro e
anti-inflamatorias que atuam sinergicamente para modular a resposta imune no hospedeiro
que, se equilibrada pode induzir a sobrevivéncia a infeccdo. Nesse sentido, a presente tese
tem o objetivo de avaliar in vivo o efeito de medicamentos homeopaticos em roedores
(Rattus norvegicus e Mus musculus) experimentalmente infectados por Trypanosoma
cruzi, considerando pardmetros clinicos, imunolégicos e parasitoldgicos. No primeiro



artigo, foi testado o medicamento Phosphorus 13cH em ratos. Observou-se que 0
tratamento com Phosphorus provoca aumento significativo da producéo de citocinas pro-
inflamatdrias INF-y e TNF-a durante o curso da infeccdo em relacdo ao controle. O grupo
tratado com Phosphorus apresentou 52,5% menos focos inflamatérios no coragdo do que o
controle. O aumento de citocinas pré-inflamatorias no grupo Phosphorus esta relacionado
a diminuicéo significativa do nimero de focos inflamatorios. No segundo artigo foi testado
o efeito do soro de galinha (Gallus gallus domesticus) na dinamizacdo 13cH em
camundongos infetados com o protozoario. Foi selecionada a espécie Gallus gallus
domesticus porque aves sdo refratarias a infeccdo por T. cruzi, oferecendo modelo de
resisténcia para os camundongos infectados a serem tratados. Maior percentual, 42,31%
(n=11) dos animais tratados com bioterapico soro de galinha 13cH que no controle (CI)
23,08% (n=3) sobreviveram mais de 2 semanas. O tempo médio de vida (47,3+63,5) dias
foi maior (p=0,0069) no grupo 13cH do que no CI (13,0£3,0). A estimativa de sobrevida
do 13cH foi de 60,1 dias, enquanto que o CI apresentou menor sobrevida média de 13,9
dias (p=0,0088). A parasitemia e a temperatura sofreram efeito benéfico da medicacéo
utilizada para os animais tratados, sendo estatisticamente diferentes (p=0,0023 e p=0,0285)
entre 13cH e CI. A maioria das avaliagdes clinicas no grupo tratado 13cH apresentaram
comportamento préximo ao grupo de animais ndo infectados (CNI) o que sugere maior
equilibrio do organismo frente a infeccdo no animal tratado com bioterapico que o
observado no grupo CI. A infecgdo promove aumento das citocinas IFN-y e IL-6. Em CI
elas apresentaram niveis aumentados em relacdo ao 13cH. Este aumento diferenciado
sugere que o tratamento ativa o sistema imunoldgico do animal, porém de forma
equilibrada, reduzindo a inflamacdo e consequentemente os danos teciduais. Embora no
13cH exista aumento de TNF-o entre 0s tempos avaliados, no grupo tratado nédo foi
observado aumento significativo dessas citocinas quando comparado ao Cl, mostrando que
0 13cH ativou o sistema imune mas impediu aumento exagerado dos niveis desta citocina
no momento de pico de parasitos. Assim, houve estimulo na producdo de NO sem,
contudo, haver aumento drastico deste reagente (p>0,05) evitando danos teciduais. Esse
equilibrio ndo foi observado nos animais do grupo Cl que apresentou aumento
significativo e prejudicial de NO causando morte mais precoce. Ficou evidenciado
comportamento correlacionado no grupo 13cH entre NO e IFN-y no 8° dpi, bem como no
12° dpi quando IFN-y aumentou diretamente proporcional ao TNF-a. Em conclusdo, os
resultados demonstram: 1) O tratamento com Phosphorus13cH promove efeitos benéficos
na infeccdo por T. cruzi em ratos Wistar, modulando a secrecéo de IFN-y e TNF-a. com
reducdo da inflamacéo no tecido cardiaco; 2) O tratamento da infeccdo murina por T. cruzi
com soro ultradiluido de animal refratrio a esta infeccdo apresentou modulacéo
diferenciada do sistema imunolégico com alteracdo do curso da infeccdo e secregédo de
TNF-a, INF-y, IL6 e NO, promovendo aumento de sobrevida e tempo de vida estimado.

Palavras-chave: Homeopatia; Citocinas; Doenca de Chagas; Soro; Animais de

laboratorio.



Evaluation of the effect of Phosphorus homeopathic medicines and bioterapy
of chicken serum (Gallus gallus domesticus) in experimental infection
by Trypanosoma cruzi.

ABSTRACT

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis caused by Trypanosoma cruzi,
was described by Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1909).1t is primarily limited to the
American continent, due to the distribution of more than 150 species of the insect vector.
Currently is diagnosed in almost all continents due to migratory movements. Despite being
a global health problem, the Brazilian Ministry of Health classifies this disease as
“Neglected”, meaning that it does not arouse the interest of pharmaceutical industry.Until
now, Brazil has only benznidazole for its etiological treatment. However, this drug can
cause significant side effects and has low efficacy mainly on chronic phase. Thus,
searching for ethiologic complementary/alternative treatment has been the aim of many
researchers. In this context, homeopathy emerges as an option to manage the infection,
decreasing side effects and toxicity of benznidazole allopathic treatment. Some studies
have already experimentally demonstrated the decrease of parasitemia due to the
combination of benznidazole with a composition of the same highly diluted medication
associated with the reduction of side effects and with a more favorable clinical
evolution. The effect of highly diluted medications has been demonstrated in several
experiments using T. cruzi infection or other infections as model, for several research
groups. We can use repertorized medication, according Hanheman theory or biotherapic
produced from biological material. The compounds prepared with serum from healthy
animal have significantly better effects than the effects of the ones prepared with serum
from animal infected with T. cruzi. Similarly, a medication prepared with serum from T.
cruzi-resistant species has a better effect than the medication prepared with serum from
susceptible species. The suggestion is that the organism treated uses the medication as a
model of action.The T. cruzi has a well-known course of infection.This strain has high
virulence and pathogenicity for Swiss mice, invariably causing the death of most untreated
animals even if infected with small inoculum. Therefore, the survival percentage may be
an important marker for guiding new experiments. Other rodents, such as rats (Rattus
norvegicus), have also been widely used in T. cruzi works due to their genetic and
physiological characteristics similar to humans. These features allows the evaluation of
several parameters that facilitate the interpretation of disease development in humans.
Inflammatory response, the main event of the pathogenesis of T. cruzi infection, is
triggered by a series of reactions involving macrophages, nitric oxide, pro and anti-
inflammatory cytokines that act synergistically in order to modulate the immune response
in the host. If those reactions are balanced, they may induce survival to infection. In this
sense, the present wok aims to evaluate in vivo effects of homeopathic dilutions in hosts
(Rattus norvegicus and Mus musculus) experimentally infected with T. cruzi, considering
clinical, immunological and parasitological parameters.The highly diluted repertorized
medication Phosphorus 13cH was tested in rats. It was observed that treatment with
Phosphorus causes a significant increase in the production of pro inflammatory cytokines
INF-y and TNF-a during the course of infection when compared with the control
(p<0.05).The group treated with Phosphorus had 52.5% fewer inflammatory foci in the
heart than the control group (p<0.05). The increase of pro inflammatory cytokines in



Phosphorus group is related to the significant decrease in the number of inflammatory
foci. The effects of a biotherapy produced by chicken serum (Gallus gallus domesticus) at
13cH dilution were tested in mice infected with the protozoan.Gallus gallus domesticus
was selected because birds are refractory to T. cruzi infection, being a model of resistance
for the infected mice to be treated.In the group treated with 13cH (13cH) chicken serum,
42.31% (n=11) of the animals evaluated survived for more than 2 weeks, whereas in the
control group (ClI), 25.0% (n=3).The average lifetime (47.3£63.5) days was higher in the
13cH group (p=0.0069) than in the CI group (13.0+£3.0).The estimated survival of 13cH
was 60.1 days, while CI had a lower average survival of 13.9 days (p=0.0088). Parasitemia
and temperature were beneficially affected by the medication for the treated animals, being
statistically different (p=0.0023 and p=0.0285) between 13cH and CI (Control). Most of
the evaluations in the treated group 13cH presented a behavior closer to the uninfected
animals group (CNI), which suggests a better balance of the organism against the infection
in the animals treated with highly diluted medication than the observed in the CI group.
The infection promotes increase of the cytokines IFN-y and IL-6. In IC they presented
increased levels in relation to 13cH. This differential increase suggests that the treatment
activates the animal's immune system, but in a balanced way, reducing inflammation and
consequently tissue damage. Although 13cH has increased TNF-o. among the evaluated
times, the treated group presented lower levels compared with CI, promoting activation of
the immune system but preventing, however, an exaggerated increase in the levels of this
cytokine at the moment of the parasite peak.Thus, there is stimulation in NO production
without, however, occurring a drastic increase of this reagent (p>0.05), avoiding tissue
damages.This balance was not observed in animals in the CI group, which presented
significant and damaging increase of NO, causing earlier death. Correlated behavior
between NO and IFN-y on the 8™ day after infection (p<0.05) as well as on the 12" day
after infection, when IFN-y increased directly proportional to TNF-a, was evidenced in the
13cH group.In conclusion, the results demonstrate: 1) Treatment with Phosphorus13cH
promotes beneficial effects on T. cruzi infection in Wistar rats, modulating the secretion of
IFN-y and TNF-a with decreased inflammation in cardiac tissue; 2) Treatment of T. cruzi
murine infection with highly diluted serum of an animal refractory to this infection
presented differentiated modulation of the immune system with alteration of the course of
infection and secretion of TNF-a, INF-y, IL6 and NO, providing increased survival and
estimated lifetime.

Keywords: Homeopathy; Cytokines; Chagas disease; Serum; Laboratory animal.
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CAPITULOI

A doenca de Chagas e os aspectos epidemioldgicos

A doenca de Chagas € resultante da infecgdo causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi e por esse motivo é também chamada de tripanossomiase americana. Foi descrita, por
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1909), limitada primariamente ao continente americano,
em virtude da distribuicdo de mais de 150 espécies do inseto vetor. Embora seja uma doenca
classificada pelo Ministério da Salde Brasileiro como "Negligenciada”, trata-se de um

problema de satide global*?.

A transmissdo vetorial do parasito para o ser humano ocorre por intermedio de seus
hospedeiros invertebrados, cujo inseto é conhecido popularmente como barbeiro?. Durante o
processo de transmissao para o hospedeiro vertebrado, o inseto ingere os tripomastigotas de T.
cruzi que se transformam em epimastigotas e se multiplicam no intestino do triatomineo® . Ja
no intestino, os parasitos se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, que sdo as formas
infectantes’. J&4 no hospedeiro vertebrado como, por exemplo, no homem a transmisso ocorre
pela contaminacdo de mucosas ou lesfes cutaneas por fezes/urina do triatomineo durante o
repasso sanguineo do mamifero’ 3. Outras formas de transmissdo também descritas podem
ser: por transfusdo sanguinea, transplacentaria e a oral que ocorre devido ao consumo de

alimentos (cana de alimentos acUcar e acaf) contaminados com o vetor 2.

Devido a grande migracdo da populacdo, o risco de transmissdo da doenca de Chagas
por transfusdo de sangue e transplante de érgdos aumenta, em diversos outros paises, fora da
América Latina™**. Esse aumento do risco da transmissdo da doenca envolve novos desafios
epidemioldgicos, econdmicos, sociais ou politicos, além dos ja relacionados a saude publica

em regides endémicas™**.

Entre 2005 e 2013, no Brasil, foram notificados 1570 casos da forma aguda da doenca,
com predominancia no norte do pafs, correspondendo a quase 90% das notificacdes®. Esta
regido apresenta varios fatores bioldgicos e sociais que facilitam a transmissao entre eles,
diversidade de reservatorios para T. cruzi e, consequentemente intenso ciclo de transmisséo,
atividades laborais que facilitam o contato com o vetor e consumo de alimentos in natura

contaminados, que em muitos casos pode levar a infecgéo aguda por via oral®.

Segundo dados do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN — Dados de

2000 a 2013) no Brasil identificou-se que a forma de transmissao oral foi a mais frequente em
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todos os anos (1.081, 68,9%), seguida pela transmissdo vetorial em 100 casos
(6,4%)?. Segundo a OMS, como base em dados de 2010, estima-se que um total de 46 casos
de doenca de Chagas por ano no Brasil sdo originarios de transmissdo vetorial, o que pode
reforcar uma provavel subestimativa dos casos relativos a esta forma de transmissdo com
ambito nacional e internacional®. Em 372 (23,7%) casos notificados ndo foi identificada a
forma de transmissdo, sendo 93,0% (306 casos) destes somente do Estado do Pard. Foram
notificados ainda 11 (0,7%) casos por outras formas de transmissdo (transfusional ou

acidental), e 6 (0,4%) casos por transmissao vertical®.

Em inquérito realizado em doadores de sangue no estado do Piaui no periodo de 2004
a 2013, Santana e colaboradores ’ avaliaram a sorologia para doenca de Chagas em 170.148
doadores de sangue que fizeram uma ou mais doa¢des de sangue. Durante o periodo avaliado,
98,2% dos municipios do estado foram contemplados nesse estudo’. Em Sdo Raimundo
Nonato, 2,4% e em Oeiras 2,0% apresentaram sorologia reagente para doenca de Chagas e 0s
anos que apresentaram maiores prevaléncias foram em 2007 com 1,11% e em 2013 com
1,15%’. No Brasil a portaria 1376/93 reforcada pela resolucdo n°® 343 MS/2001 determina a
realizacdo de testes de triagem soroldgica nos servicos de hemoterapia para sifilis, doenca de
Chagas, hepatite B e C, HIV, HTLV e malaria®.

Embora tenha havido diminuigdo da transmisséo via vetorial e transfusional com o
passar dos anos, outras maneiras de transmissao tornam-se mais comuns, como a via oral que

tornou-se atualmente a forma de transmissdo mais importante e prevalente no Brasil***°.

Formas clinicas da doenca de Chagas

A infecgdo por T. cruzi apresenta duas fases clinicas distintas: aguda e crénica. A fase
aguda nem sempre é aparente e corresponde ao periodo inicial da infeccdo' Essa fase é
detectavel por exames parasitoldgicos de sangue, em que se apresenta alto parasitismo
tecidual e parasitemia patente. Possui curta duragdo, normalmente de 4 a 12 semanas***. J4 na
fase cronica, a parasitemia tende a diminuir devido & resposta imune do hospedeiro®*'.
Sintomas podem estar ou ndo presentes nesta fase e ocorre reducdo dos niveis de IgM e,

consequente aumento do 1gG entre 60 a 90 dias, marcando a evolugéo desta fase!!12.

Quando a fase aguda apresenta-se sintomatica, os pacientes infetados por T. cruzi
podem apresentar febre, sonoléncia, mialgia, diarreia, adenomegalia, hepatoesplenomegalia,

conjuntivite unilateral (sinal de Romafia), edema e taquicardia e, em alguns casos extremos
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pode levar & morte'***. Apés o estabelecimento da resposta imune especifica contra antigenos
do parasito, o parasitismo tende a diminuir e a falta de sinais e sintomas clinicos pode tornar a
infeccdo despercebida na maioria dos pacientes. Isso pode ocorrer porque na maioria dos
casos agudos o prognostico da doenca € benigno, com remissao completa de sinais, com ou

sem intervencdo medicamentosa'?*.

Apbs o término da fase aguda, o paciente passa para a fase cronica™, nessa fase as
manifestaces podem ocorrer nas formas cardiaca, digestiva ou mista (as duas formas
associadas) ou na forma indeterminada (forma assistomatica da fase cronica) **, a doenca de
Chagas é assintomética na maioria dos casos’ Nos casos sintométicos os sintomas mais
frequentes na envolvem desordens na motilidade do trato digestorio que afetam o esdfago e
célon, com diminuicdo do transito e dificuldade de esvaziamento intestinal, resultante das
alteracdes histoldgicas e nervosas que ocorrem nestes tecidos, caracterizando a forma
digestiva da doenca (megaes6fago e megacélon) ***2. Pode ocorrer ainda uma manifestacéo
mais grave, conhecida como cardiopatia chagasica, onde um processo inflamatério pode
resultar em miocardite fibrosante, caracterizando a a forma cardiaca da doenca, nesta forma as

alterac@es teciduais e nervosas que comprometem a funcéo cardiaca**?.

A cardiomiopatia na doenca de Chagas continua tendo prevaléncia significativa no

Brasil®

. O comprometimento do musculo cardiaco nessa doenga & complexo, envolve
resposta autoimune do hospedeiro, comprometimento do miocardio e aumento do processo
inflamatério™. Ao comparar a evolucdo dos pacientes portadores de cardiomiopatia chagésica
com a de outras etiologias, sabe-se que o progndstico dos chagasicos em casos sintomaticos é

mais prejudicial ao individuo™.

A variacdo de sintomatologia relacionada a infeccdo depende de maneira geral da
cepa, viruléncia do parasito, do tropismo tecidual do T. cruzi e também a resposta imune do

hospedeiro®®.

Tratamento etiologico convencional da doenga de Chagas e homeopatia

Por ser negligenciada a doenca de Chagas ndo desperta muito interesse da industria
farmacéutica, até o momento, o Brasil dispde somente do benznidazol para o tratamento
etiologico desta infeccdo. Contudo, este medicamento pode provocar efeitos colaterais
importantes, além de possuir baixa eficacia na fase crénica da doenca. Assim, a procura de

um novo tratamento tem sido o objetivo de muitos pesquisadores com a finalidade de
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diminuir ou eliminar a infeccdo e de melhorar a qualidade de vida do individuo infectado por

T. cruzi*

Nesse contexto, a homeopatia surge como uma opc¢do para reducdo dos efeitos
colaterais e toxicidade do tratamento que envolve o benznidazol. Inclusive, alguns trabalhos
ja demostraram, experimentalmente, a diminuicdo da parasitemia devido a associagdo de
benznidazol com uma composicdo do mesmo medicamento ultradiluido’’ culminando na,
reducdo de efeitos colaterais possibilitando aumento da dose do tratamento etioldgico e uma

evolucdo clinica mais favoravel **2,

A homeopatia foi proposta por Hahnemann em 1779, e tem como principio a “Lei da
Similitude” que visa administar substancias experimentadas previamente em individuos
sadios, cujos sintomas sdo semelhantes aos sintomas tratados em individuos enfermos *°.
Hahnemann (1835) afirmou que medicamentos homeopaticos despertariam propriedades
medicinais latentes em substancias no seu estado bruto, conservando uma condic¢ao curativa

contra doengas'®.

Em outras palavras, espera-se que essa abordagem terapéutica, quando adequada,
fortaleca a acdo defensiva do individuo, promovendo imunomodulacéo e, consequentemente,

aumento na eficacia do processo de cura e estabilizacdo do organismo do individuo.

O efeito de medicacbes altamente diluidas vem sendo demonstrado em diversos
experimentos por Vérios grupos de pesquisa®**?*%*. Especificamente, o estudo do efeito de
diferentes esquemas de tratamento, utilizando substancias ultradiluidas esta se tornando mais

frequente na literatura'

. Alguns autores consideram irrelevante a dose administrada,
justificando que a acdo do medicamento ultradiluido da-se qualitativamente?”. Outros
enfatizam a importancia dos esquemas de tratamento e da frequéncia de administracdo da

substancia ultradiluida para o sucesso do tratamento **%.

Os medicamentos altamente diluidos podem ser derivados de plantas, animais ou
minerais®. Bioterapico ¢ um exemplo de medicamento altamente diluido que é uma
preparacdo medicamentosa obtida a partir de produtos biologicos, quimicamente indefinidos:
secrecOes, excregdes, Orgaos, tecidos, produtos de origem microbiana e alérgenos. Essas
preparacdes podem ser de origem patoldgica ou ndo patolgica®®. Ja os organoterapicos sio

medicamentos altamente diluidos obtidos de 6rgdos ou glandulas enddcrinas de animais
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saudaveis, baseado no principio da “identidade bioldgica” em que uma func¢do prejudicada é

reestabelecida com a administracdo do seu homélogo sadio®

Para o preparo de um medicmaneto na diluicdo 13cH, por exemplo, utiliza-se a
escala centesimal até a dinamizacdo 13cH, para atingir a diluicdo final sdo necessarias 13
dilui¢des sucessivas de 1:100 feitas apOs cada diluicdo, em cada um desses processos deve
ser realizadas agitagcfes mecanicas utilizando dinamizador mecanico ou manualmente de
acordo com as padronizacdes da Farmacopeia Homeopatica Brasileira>. Os medicamentos
homeopaticos apresentados em diluicdes acima de 12cH (centesimal hahnemanniano) quando
comparado a diluigdes menores de 12cH tém demostrado excelentes resultados com
diminuicdo da parasitemia, aumento de sobrevida e balanco favoravel das citocinas®%,
mesmo ultrapassado o limiar de dispersdo da matéria, em que ndo ha presenca de substancia
original, denominado de constante de Avogadro (6,02x10%)?’.
O estudo de novos compostos e a avaliagdo do impacto do tratamento na prevencdo da
morbidade em individuos infectados continuam a ser desafios essenciais na busca do controle
de doencas e promocdo da satde °. Neste contexto, estudos com substancias altamente

14252628 o além de demonstrar beneficios no tratamento da

diluidas estdo sendo realizados
infeccdo experimental por T. cruzi, provam que essas substancias contribuem para reduzir a
toxicidade e os efeitos adversos dos medicamentos disponiveis, promovendo assim a melhoria
da qualidade de vida em individuos infectados e tratados*?°.

Ferraz e colaboradores® observaram que o grupo tratado com bioterapico de soro de
coelho ndo infectado apresentou diminuicdo das concentracGes de IL-4, sem alteracbes no
TNF-a e IFN-y, associada a diminuicdo da IL-17 quando comparado ao controle. Ferraz e
colaboradores® evidenciaram ainda que o grupo tratado com bioterapico de coelho infectado
ndo exibiu alteragfes na parasitemia, aumento na concentragdo de IL-4, sem alteragcdes no

TNF-a e IFN-y, associado a diminuicdo da IL-17 em relag&o ao grupo controle.

Experimentos de laboratorio para estudo da infeccdo por Trypanosoma cruzi

A cepa Y de T. cruzi tem o curso de infeccdo bem conhecido e descrito por
Nussenzweig & Silva®. Essa cepa apresenta alta viruléncia e patogenicidade e, em
camundongos Swiss, observa-se invariavelmente morte da maioria dos animais néo tratados

mesmo com inéculo baixo para essa infeccio'*?*%,

Por conseguinte, o percentual de
sobrevivéncia pode constituir-se em importante marcador para o direcionamento de novos

experimentos™?. A cepa Y apresenta pico maximo de parasitos entre 0 7° e 12° e tende a
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apresentar periodo pré-patente entre 3 e 5 dias de infeccdo e estes pardmetros tambeém
funcionam como marcadores nas intervengdes medicamentosas. A infec¢do de camundongos
com a cepa Y é amplamente utilizada em estudos de laboratério, contando com numero
significativo de dados publicados, sendo considerado um bom modelo experimental para

avaliacdo de intervencdes medicamentosas™.

Animais de experimentacao
1) Roedores

Os roedores por possuirem caracteristicas genéticas e fisiologicas semelhantes aos
humanos tém sido bastante utilizados em centros de pesquisa que estudam T. cruzi,
permitindo a avaliacdo de varios parametros que facilitam a interpretacdo do desenvolvimento

14,21

de doenca nos seres humanos Quando se trata de infeccdo por T. cruzi, ratos mostram-se

resistentes enquanto nos camundongos, a infeccdo pode ser altamente virulenta para oj

animais infectados e ndo tratados etiologicamente'*#>%,

2) Gallus gallus domesticus (Galinha) - espécie refrataria ao T. cruzi

Segundo Guimaraes, T. cruzi injetado na pele de aves € eliminado no ponto de inoculagdo
e aparentemente ndo atinge a corrente sanguinea. A refratariedade das aves pode ser

considerada uma resisténcia natural ao T. cruzi **

Em 1959, Warren e Borsos™ atribuiram a refratariedade das aves & presenca de fatores no
soro das galinhas capazes de lisar T. cruzi, como um anticorpo aglutinante e o sistema
complemento. Gallus gallus domesticus, a galinha, é um animal refratario e possui essa
caracteristica mesmo antes do nascimento®. Ovos de galinhas embrionados infectados com
formas sanguineas de T. cruzi apresentam-se parasitémicos apenas alguns dias apds o periodo
embrionario e, 32 dias ap0s 0 nascimento, 0s pintos originados apresentam-se ausentes de
infeccd0®®. Guimarfies em 1952* descreveu também a resisténcia natural de pombos ao

parasito.

Producao de citocinas e processo inflamatério de tecidos na doenga de Chagas

A infeccdo por T. cruzi manifesta-se diferentemente em cada individuo. A
fisiopatologia da doenca ndo é totalmente compreendida, no entanto, o envolvimento de
resposta imune equilibrada é essencial para determinar o curso mais favoravel da infecc&o®.

A patogénese da infeccdo causa processo inflamatério e o coracdo é o principal 6rgéo-alvo®’.
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Sabe-se que, via de regra, o parasito induz inflamacgao e desencadeia no organismo resposta
imune que, finalmente, visa tentar controlar a replicacao parasitaria, possiveis danos teciduais,
bem como a evolucdo clinica da doenca. Neste processo estdo envolvidos mondcitos,

, . . . o 38
macrofagos, neutrofilos, entre outras células do sistema fagocitico mononuclear™.

As formas tripomastigotas do T. cruzi induzem a secregéo de citocinas no hospedeiro
infectado que atuam sinergicamente na producdo de NO (oxido nitrico) para promover a

39,40

atividade tripanocida Em vista desta resposta, as citocinas imunoreguladoras séo

secretadas para evitar resposta exacerbada com danos nos tecidos®**°,

A resposta inflamatéria é desencadeada por uma série de eventos nos quais o
macrofogo é a principal célula, atua contra o parasito, por meio da producdo de NO
estimulado pela citocina pro-inflamatoria IFN-y, produzida, inicialmente, por células Natural
Killer®. As citocinas IFN-y ¢ TNF-a desempenham papéis importantes na infec¢do por T.
cruzi e atuam sinergicamente para modular a resposta imune no hospedeiro, induzindo
resisténcia & infeccdo™. O TNF-q, por sua vez, é secretado por macréfagos e é capaz de
recrutar leucocitos inflamatdrios, tais como fagdcitos e monadcitos, no local da infeccdo e
potenciar a lise mediada por linfécitos T citotdxicos. Esta citocina também parece mediar a

sua funcéo tripanocida por meio de uma via autécrina®.

Apesar dos efeitos benéficos das citocinas pro-inflamatorias na tentativa de eliminar o
parasito, varios estudos evidenciaram que citocinas e quimiocitocinas, como IFN-y, TNF-a e
NO, estdo relacionadas a inflamacdo e a progressdo da doenca quando a relacdo parasito-
hospedeiro é desequilibrada®“**“*2. Além das citocinas IFN-y ¢ TNF-a, alguns trabalhos
demostraram que as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 apresentaram variacdo
significativa em resposta a administracdo de medicamentos homeopaticos, alterando o
equilibrio da resposta Thl e Th2 na infec¢do experimental de camundongos por T. cruzi, 0
que pode levar a resultados benéficos ou ndo*®****. Pavanelli * descreveu que citocinas do
padrdo Thl (IFN-y, TNF-a ¢ IL-6) atuam comitantemente com intuito de para induzir a
ativacdo de macrofago e a producdo de oxido nitrico com objetivo de eliminar o parasito. Ja
citocinas do padrdo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) bloqueiam as citocinas do padrdo Thil,

permitindo a persisténcia do T. cruzi no tecido®®.
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Em nosso grupo de pesquisa j& foram testados varios medicamentos dentre eles
Phosphorus?® testado nesse trabalho, Lycopodium clavatum®*, bioterapico de soro de coelho®

bioterapico de soro de galinha (testado nesse trabalho), dentre outros.

JUSTIFICATIVA

A falta de medicamento eficaz para tratamento etioldgico da doenca de Chagas
constitui-se da primeira e mais evidente justificativa. O crescente aumento do interesse pela
utilizacdo de medicamentos homeopaticos/ultradiluidos pela populagdo mundial vem na

sequéncia.

O modelo de infec¢do experimental pela cepa Y de T. cruzi é bem conhecido, podendo
constituir uma excelente ferramenta para o estudo de intervencdes medicamentosas 16 252,
A utilizacdo de animais de laboratério como modelo experimental, com ensaios randomizados
e controlados, pode contribuir para o entendimento dos mecanismos de efeitos destes

14,25,32

medicamentos em humanos , além de contribuir com novas alternativas de tratamento na

infeccdo por T. cruzi.

14,21,25,32. Pela

A utilizacdo de medicamentos homeopaticos vem aumentando
importancia da doenca de Chagas, como problema de satde publica, associado as limitacdes
na eficacia e efeitos adversos do tratamento alopéatico (benznidazol), Unico medicamento
disponivel no Brasil, diversos pesquisadores estdo em busca de medidas alternativas para o
tratamento da doenca'***?. O objetivo principal nestes estudos, foi encontrar medidas que
venham a contribuir para o seguimento do tratamento medicamentoso e, consequentemente

numa possivel melhoria de qualidade de vida dos individuos infectados por T. cruzi®*?+2324,

A analise e conclusdes obtidas a partir de dados produzidos com experimentacdes,
utilizando medicamentos homeopaticos ndo seguem padrGes da farmacologia classica e a
experiéncia nesta analise é fator importante na producéo de conclusfes. Nosso grupo trabalha
h& mais de dez anos nesta linha de pesquisa e resultados importantes tém sido alcancados,
levando a proposicéo de perspectivas de novos objetivos, dos quais este trabalho faz parte,

justificando assim sua execugéo.
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OBJETIVOS
OBJETIVOGERAL

Avaliar o efeito de medicamentos homeopaticos Phosphorus 13cH e bioterapico de soro de
galinha 13cH em roedores experimentalmente infectados por Trypanosoma cruzi,

considerando parametros clinicos, imunologicos e parasitologicos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar o efeito de Phosphorus13cH, em preparacdo homeopatica, na inflamacao do coracao

e na producdo de citocinas em Rattus norvegicus infectados experimentalmente com T. cruzi.

-Correlacionar a inflamacéo do cora¢do e a producao de citocinas em R. norvegicus infectados
experimentalmente com T. cruzi e tratadas com Phosphorus13cH.

-Avaliar o efeito do bioterdpico produzido a partir de soro de Gallus gallus domesticus
(galinha) sobre parametros parasitologicos, clinicos e imunolégicos em camundongos

experimentalmente infectados por T. cruzi.

-Correlacionar a evolucao das citocinas e do oxido nitrico no 8° e 12° dpi em camundongos
swiss experimentalmente com T. cruzi e tratados com bioterdpico de soro de galinha na
diluicdo 13cH.
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ABSTRACT

Aim: This study evaluates and correlates the number of myocarditis focuses and production
of cytokines in Rattus norvegicus (Wistar lineage), experimentally infected with T. cruzi and
treated with Phosphorus.

Methods: In two blind, controlled and randomized trials, 53 45-day-old, male animals were
allocated into groups Control (n=24): Control group infected and treated with 7%
hydroalcoholic solution, the preparation vehicle of the test medication; and Phosphorus
(n=24 on days 0, 5, 10 and 24 after infection): group infected and treated with Phosphorus
13cH, diluted 102° and dynamized (test medication).The animals were inoculated
intraperitoneally with 5x10° blood trypomastigotes of T. cruzi-Y strain. The medication was
administered overnight (16 consecutive hours), diluted in water (1 mL / 100 mL) in amber
water bottles. The animals were treated 2 days before and 2, 4, and 6 days after infection.
Enumeration of inflammatory foci in cardiac tissue (Hematoxylin-Eosin) and dosage of
cytokines TNF-a and IFN-y in the serum were performed on days 0, 5, 10 and 24 after
infection, using three animals/group. Mann-Whitney, Friedman ANOVA, Spearman
correlation (p<0.05), and Statistica Single User Software version 13.2 were used for data
analysis.

Results: The animals treated with Phosphorus 13cH had high concentration of INF-y on the
5™ day of infection with significant decrease on the 10™ and 24™ days (p<0.05), and high
concentration of TNF-o on the 5 and 10" days of infection with decrease on the 24" day
(p<0.05).The treatment with Phosphorus caused a significant increase of INF-y and TNF-a
on the 5™ day of infection compared with the Control (p<0.05), with reestablishment on the
24" day, as well as in the Control group. The group treated with Phosphorus had 52.5% less
number of myocarditis focuses in heart than Control group (p<0.05) on the 10" day of
infection. The significant increase in cytokines on the 5™ day of infection in the Phosphorus
group is related to a significant decrease in the number of inflammatory foci in cardiac tissue
on the 10" day of infection in this group.

Discussion and Conclusion: Treatment with Phosphorus 13cH promotes beneficial effects
in T. cruzi infection in Wistar rats by modulating the secretion of IFN-y and TNF-a with
decreased inflammation in cardiac tissue. These results reinforce the importance of
considering the use of homeopathy for establishing new therapeutic approaches in the
management of patients with Chagas disease.

Keywords: Phosphorus, Trypanosoma cruzi, Cytokines, TNF-a, IFN-y.

Highlights

Phosphorus 13cH promotes beneficial effects in murine infection by T. cruzi;
The treatment beneficially modulates as inflammatory cytokines IFN-y e TNF-a;

The drug reduces inflammation of cardiac tissue in Wister rats infected with T. cruzi.
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1. Introduction

American trypanosomiasis (Chagas disease) is a neglected parasitic disease resulting
from Trypanosoma cruzi infection[1]. It affects 7 to 8 million people worldwide, especially in
Latin America, where it is endemic[1]. Due to the occurrence of migration, the number of
people with Chagas disease living in non-endemic countries, such as the United States,

Canada, Europe, Japan and Australia, is increasing[2].

The pathophysiology of the disease is not fully understood, however, the involvement
of a balanced immune response is essential to determine the course of the infection[3]. The
infection is basically a inflamation process and heart is the main target organ[4].
Trypomastigote forms of T. cruzi promote secretion of cytokines in the infected host thatact
synergistically in the production of nitric oxide in order to promote trypanocidal activity[5,6].
In view of this response, immune regulatory cytokines are secreted in order to avoid an

exacerbated response with tissue damage[5,6].

Two drugs are available for the etiological treatment of the disease: Nifurtimox and
Benznidazole. These drugs, besides presenting undesirable side effects that lead the patients
not to adhere to the treatment, demonstrate better results in the acute phase of the disease and
not in the chronic phase, in which the vast majority of the patients are diagnosed[1,2].

The study of new compounds and evaluation of the impact of treatment on the
prevention of morbidity in infected individuals remain essential challenges in the pursuit of
disease control and health promotion[7].In this context, studies with highly diluted substances
are being conducted [3,7], and besides demonstrating benefits in the treatment of T. cruzi
experimental infection, they prove that these substances contribute to reducing the toxicity
and adverse effects of the medicines available, thus promoting the improvement of the quality

of life in infected and treated individuals[3,8].

The medication Phosphorus, in addition to being indicated for disorders observed in
infection by T. cruzi[9,10],is able to modulate the immune response of rats, especially during
the acute phase of the protozoan infection, with significant increase in lymphocytes, decrease
in the period of patent parasitemia and in mortality rate[9,10]. The Phosphorus in
homeopathy is related to the treatment of heart disease[11]. Considering the data available in

the literature and the immunomodulatory effect of highly diluted medications, this study
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evaluates and correlates the heart inflammation and the production of cytokines in Rattus

norvegicus experimentally infected with T. cruzi and treated with Phosphorus.

2. Materials and methods

Experiments were approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation at the
Universidade Estadual de Maringd (UEM) — registration No. 110/2011.All procedures
performed in this study were in accordance with the 3Rs rules, following the ARRIVE
guidelines (www.nc3rs.org.uk/ARRIVE). The Vivarium in the Basic Parasitology laboratory

is in accordance with current legislation (Lei 11.794/2008) in the country.

Two blind, controlled and randomized trials were performed on 53 45-day-old, male
rats (Rattusnorvegicus, Wistar line). The animals were kept in the sectoral vivarium for seven
days for adaptation to the environment, with controlled temperature (21+23°C), humidity
(70%), and illumination, with 12:12 hourlight/dark cycle, receiving water and feed (Nuvilab
Cr-1® by Nuvital®) ad libitum. After the initial period, they were allocated into two
experimental groups, ensuring that the mean initial weights in the groups were statistically the

same, being:

a) Control (n=24): control group infected and treated with 7% hydroalcoholic solution,

preparation vehicle of the test medication;

b) Phosphorus (n=24): group infected and treated with homeopathic medicine
Phosphorus 13cH, diluted 10?° and dynamized (test medication).

The infected animals were inoculated intraperitoneally with 5x10°blood trypomastigotes
of T. cruzi (Y strain), which, in previous experiments, allowed evolution of the infection to

the chronic phase in the species Rattus norvegicus[12].

Collection of blood samples

The animals were anesthetized and euthanized through an excessive dose of
anesthetic: Ketamine 300 mg/kg associated with xylazine 30mg/kg intraperitoneally. Blood
was collected by cardiac puncture; after anesthetized, the animals were placed on a flat
surface in lateral decubitus position and a needle was inserted above the abdomen at an angle
of 10° to 30° [8]. The collection was performed in three animals per group, and the collections
were performed before the infection (day 0) and on days 5, 10 and 24 after

infection.Approximately 500 pL of each animal was collected in a vial without anticoagulant
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in order to obtain serum, which was stored at -40°C in 90 pL aliquots. The proinflammatory

cytokines IFN-y and TNF-a were evaluated.

Medication and treatment regimen

The medication Phosphorus was selected based on the beneficial results reported in
studies conducted by Almeida [12] and Brustolin[10] in mice and rats infected with T. cruzi.
The medication was prepared following the guidelines of the Farmacopéia Homeopatica
Brasileira[13] from Phosphorus (Bento Mure Homeopathy, Sdo Paulo, Brazil) until
dynamization 13cH, considered a low dynamization and chosen because it is an acute
infectionAccording to previous studies[3]. To achieve final dilution (10%°), 13 successive
dilutions of 1:100 were made. After each dilution, 100 mechanical agitations were performed
(Denise 10-50 Mechanical Dynamizer, AUTIC, Brazil).

The medication was administered overnight (for 16 consecutive hours), diluted in water
(ImL/100mL), in amber water bottles, being provided at 4pm and withdrawn at 8am the
following day. The animals were treated 2 days before and 2, 4, and 6 days after infection,
totaling four administrations[10]. The control group received only the 7% hydroalcoholic

solution (used for preparing of the test medication), also diluted 1mL/100 mL in water.

Parameters evaluated

Considering that in the parasitemia curve, the peak of parasites on the 5™ day after
infection was evidenced[10], histopathological analyses, with enumeration of inflammatory
foci and measurement of cytokines, were performed on days 0, 5, 10, and 24 after the
infection. For this purpose, three animals from each experimental group were euthanized on

each evaluation day.

Cytokines: The concentrations of the pro-inflammatory cytokines TNF-o and IFN-y were
measured. Approximately 500 puL of blood from each animal, on each day evaluated, were
collected in vials without anticoagulant and the serum was stored at -40°C in 90 pL aliquots.
The Multiplex — Rat Cytokine Magnetic 10-Plex Panel (Invitrogen) kit was used for the
analysis. The reaction was conducted according to the manufacturer's guidelines and
fluorescence obtained using Luminex reader (Luminex® 200™ xPONENT). The

concentrations of the cytokines were expressed in pg/mL.
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Inflammatory foci: The heart of each animal, on each day evaluated, was collected. The
organs were washed in 0.9% physiological solution, fixed in 10% buffered formol for 24
hours. Afterwards, the organs were maintained in 70% alcohol, until being subjected to the
processes of dehydration, diaphanization and paraffin embedding. Histological sections with
Sum thickness stained with Hematoxylin-Eosin, obtained with an interval of 20um, avoiding
the repetition of the same inflammatory focus, were prepared. The sections were examined
using an optical microscope, with 40x magnification, by counting the number of
inflammatory foci present in 10 fields/section. The inflammatory foci was defined as a group

of 10 or more inflammatory cells in general as described by Lopes et al. 2016[4].

Statistical Analysis: The data were analyzed statistically using the Statistica Single User
Software version 13.2 and GraphPad Prism version 7.0. The Shapiro Wilk test was performed
to evaluate normality and after checking non-normality in the data, non-parametric tests were
used. Evaluation of averages, standard deviations, median, maximum and minimum for the
quantitative variables were evaluated, followed by the Mann-Whitney test for comparison of
two groups in both cytokines and inflammatory focus. The non-parametric Friedman ANOVA
paired test was used to evaluate the evolution over the 5%, 10" and 24™ days after infection.
Spearman correlation between quantitative variables was used when necessary. The level of

significance was 5%.

3. Results

Immunological analysis

Cytokine analysis is illustrated in Figure 1- graphs 1 and 2.1t can be observed that the
infection with T. cruzi (Control group) in wistar rats estimulates the production of the pro-
inflammatory cytokines evaluated (INF-y and TNF-a). In this group, the concentration of
INF-y is higher on the 5™ and 10" day of infection, with decrease on the 24™ day, and the
concentration of TNF-o increases on the 10" day of infection (p<0.05) and decreases

significantly on the 24™ day (p<0.05).

Considering the production of pro-inflammatory cytokines INF-y and TNF-a during
the course of the infection, it is observed that the treatment with Phosphorus causes a
significant increase on the 5" day of infection compared with the Control (p<0.05), with

reestablishment on the 24™ day, as observed in the Control group.

Histological analysis
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The analysis of inflammatory foci in the heart is illustrated in Figure 1 - Graph 3 and
photo 4.When evaluating the number of inflammatory foci, we observed that there were more
on the 10" day of infection in both groups evaluated (p<0.05). By comparing the groups, on
the 10™ day of infection, the group treated with Phosphorus has 52.5% less inflammatory foci

in the heart than the Control group (p<0.05).
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Figure 1.

Graph 1-2. Concentration of cytokines in serum in Rattus norvegicus infected with Trypanosoma
cruzi (Y strain). Concentration of each group at different times: 0, 5", 10" and 24" days after
infection. Groups: Control — infected and untreated animals; Phosphorus — infected animals, treated
with Phosphorus 13cH. Statistics: *Corresponds to a significant difference between the groups at the
same time of infection —Mann-Whitney Test (p <0.05). Different letters correspond to a significant
difference between times in the same groups —Mann-Whitney Test (p<0.05).

Graph 3. Inflammatory foci in Rattus norvegicus infected with Trypanosoma cruzi (Y strain)
evaluation at different times: 5", 10™and 24™ days after infection. Groups: Control —infected and
untreated animals; Phosphorus — infected animals, treated with Phosphorus 13cH. Statistics:
*Corresponds to a significant difference between the groups at the same time of infection — Friedman
ANOVA Test (p <0.05). Different letters correspond to a significant difference between times or
groups — Mann-WhitneyTest (p<0.05).

Photo 4. Inflammatory foci in heart of Rattus norvegicus rat infected with the Y strain of T. cruzi.
Groups: (A) Control- Greater inflammatory process and (B) Phosphorus— Without the presence of
inflammatory foci (400x, HE).— (Arrow) - Indicates example of area with inflammation.

Citokines vs inflammatory foci
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In Figure 2, we have the relationship between the concentration of cytokines INF-y
and TNF-o evaluated on the 5" day of infection and the number of inflammatory foci on the
10" day of infection.

The increase of pro-inflammatory cytokines in Phosphorus group is related to a
significant decrease in the number of inflammatory foci. A detailed analysis of the cells
involved in the inflammatory foci is a prospect of advancing the understanding of the action

of this drug on murine T. cruzi infection.
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Figure 2.

Relationship between the concentration of cytokines no serum in pg/mL (IFN-y and TNF-a) on the 5"
day of infection and the number of inflammatory foci in the heart on the 10™ day of infection, in
Rattus norvegicus infected with Trypanosoma cruzi (Y strain).

Groups: Control - infected and untreated animals; Phosphorus—infected animals, treated with
Phosphorus 13cH.A:Significant difference between the groups regarding concentration of cytokines
no serum IFN-y (tho=-0,89) or TNF-a (rho=0,90) onthe 5™ day after infection — p<0.05;*Significant
difference between the groups regarding the number of inflammatory foci on the 10th day after
infection p<0.05.

4. Discussion

When relating the number of focuses in the myocardium and production of cytokines
in Rattus norvegicus experimentally infected with T. cruzi and treated with Phosphorus
13cH, it can be observed that the treatment interferes with the course of infection by
modifying the production of pro-inflammatory cytokines and decreasing the inflammation in

cardiac tissue.

When the animal is infected, the parasite enters the cells of the host and initiates a
cycle of differentiation and proliferation, causing acute systemic inflammation. On the 5™ day

of infection in Rattus norvegicus there is a peak of parasites in the blood[10], and this is when
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we observe the increase in pro-inflammatory cytokines IFN-y and TNF-a, which integrates
the immune response of the host to control the parasitic load.

The cytokines IFN-y and TNF-a play important roles in T. cruzi infection and act
synergistically in order to modulate the immune response in the host, inducing resistance to
infection[14].The inflammatory response is triggered by events originating from cells, such as
synthesis of cytokines and nitric oxide, which are essential for the host’s resistance[15]. The
macrophage is a cell that acts against the parasite through the production of NO stimulated by
IFN-y, initially produced by Natural Killer cells[15].TNF-0, in turn, is secreted by
macrophages and is able to recruit inflammatory leukocytes, such as phagocytes and
monocytes, to the site of infection, and potentiate lysis mediated by cytotoxic T lymphocytes.
This cytokine also seems to mediate its trypanocidal function through an autocrine pathway
[14].

Despite the beneficial effects of pro-inflammatory cytokines in the attempt to
eliminate the parasite, several studies have evidenced that cytokines and chemo-cytokines,
such as IFN-y and TNF-a, and NO metabolites, are related to inflammation and disease
progression when the parasite-host relationship is unbalanced[6,14-16]. In the present study,
the positive outcome therefore reflects the balance provided by the highly diluted Phosphorus

medication.

Furthermore, in this study, the increase in the concentration of cytokines on the 5" day
of infection seems to produce, in a moment after its production, the control of inflammation,
with decrease in the number of inflammatory foci in the cardiac tissue on the 10" day of
infection. Figure 3 clearly shows the positive relationship between the increase in
concentration of the cytokines on the 5" day of infection, and the decrease in tissue
inflammation. It demonstrates that the medication Phosphorus 13cH provides an immune
response capable of reducing damage to the cardiac tissue, characterizing protection, since

inflammation is one of the main events in the pathogenesis of T. cruzi infection[6,8,15].

TNF-a and IFN y cytokines are in high concentrations in T. cruzi infection. In this
study, a significant increase of these cytokines occurred in the group treated with Phosphorus
compared with the control. This data suggests that other substances may be involved in the
final result of this process. In other studies[12,16,19], in addition to the cytokines measured

here, 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 presented significant variation in response to the
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administration of homeopathic medications, altering the balance of Thl and Th2 response in
mice infection by T. cruzi, which may lead to beneficial results or not. Likewise, the Th1/Th2
ratio, inflammatory alterations in spleen, number of megakaryocytes, B cells and number of
free amastigotes at the site of infection were observed in BALB/c mice infected with
Leishmania infantum and treated with the biotherapeutic prepared with the parasite[18].
Together, these data show that homeopathic medications modulate the secretion of cytokines,
which are peptides or glycoproteins[21]. Considering that epigenetic alterations can be
conceptualized as functionally relevant changes for the genome which do not involve a
change in the nucleotide sequence[21], the literature shows that the intracellular signaling
triggered by cytokines can be altered by epigenetic mechanisms[18,20,21]. It suggests that
homeopathic medications can trigger these epigenetic alterations, as already mentioned by

other authors [20,18], considering the results of Bellavite et al. [22].

5. Conclusion

The results demonstrate that the treatment with Phosphorus 13cH promotes beneficial
effects in T. cruzi infection in Wistar rats by modulating the secretion of IFN-y and TNF-a

with reduced inflammation in cardiac tissue.

These results, added to others already published [3,6], evidence the benefits provided
by highly diluted medications for the treatment of T. cruzi infection, reinforcing the
importance of considering the use of homeopathy to establish new therapeutic approaches in

the management of patients with Chagas disease.
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RESUMO

Introducgdo: A doenga de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, infecta 8 milhdes de
pessoas nas Ameéricas sendo, 1,5 milhdes deles no Brasil que dispde somente do benznidazol
para o tratamento etioldgico da infeccdo. Esse farmaco além de provocar efeitos colaterais
importantes e possui baixa eficacia na fase cronica da doenga. Assim, a procura de um
tratamento complementar ou alternativo tem sido o objetivo de muitos pesquisadores. A
literatura mostra que medicamentos ultradiluido tem sido investigados por ser uma
possibilidade e que aqueles preparados a partir de soro de animal sadio e resistente a infeccéo
apresenta melhor efeito. Assim, bioterapicos produzidos a partir de soro de galinha (Gallus
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gallus domesticus), que é um animal refratario a infeccdo por T. cruzi, podem ser uma opc¢ao
de tratamento complementar. Desta maneira, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do
bioterdpico na dinamizacdo 13cH produzido a partir de soro de Gallus gallus domesticus, na
sobrevivéncia, clinica e dindmica de secrecdo de alguns marcadores imunoldgicos do
hospedeiro. Materiais e métodos: Em trés ensaios cegos, controlados e randomizados,
utilizaram-se 55 camundongos suicos, machos, 56 dias. Os animais foram distribuidos em trés
grupos e mantidos em gaiolas microambientadas: CNI (controle ndo infectado) = 5 animais,
ClI (controle infectado) = 18 animais e 13cH (animal tratado com soro de galinha 13cH) = 32
animais. A infeccdo foi realizada por via intraperitoneal, 1.400 tripomastigotas sanguineos,
cepa Y-T. cruzi. O estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UEM,
parecer 2401220716/2016. Para o preparo dos medicamentos foi utilizado pool do soro de
cinco galinhas com 65 semanas de idade, linhagem Hy-Line W-35. A coleta do sangue foi
realizada na veia jugular assepticamente e o preparo do medicamento foi realizado no mesmo
dia, em fluxo laminar, utilizando agitador mecénico (Denise 10-50 Autic, Campinas, Brasil),
de acordo com a Farmacopeia Homeopatica Brasileira até a dinamizacdo 13cH. Foram
comparados entre 0s grupos pardmetros parasitoldgicos, clinicos, sobrevida e dosagens de
TNF-0, IFN-y, IL-6 e NO (Oxido Nitrico). Para andlise dos dados, utilizou-se o teste t ndo
pareado, ANOVA, correlagdo de Pearson, Kurskal-Wallis seguido de teste de Dunn,
estimativa de sobrevida ndo paramétrica com estimador de Kaplain-Meier - teste de Logrank,
com 5% de significancia. Resultados e discussdo: No grupo 13cH, 42,31% (n=11) dos
animais sobreviveram mais de 2 semanas comparados a 25,0% (n=3) no grupo Cl. Em 13cH o
tempo médio de vida (47,3+63,5) e a estimativa de sobrevida (60,1 dias) foram maiores
(p=0,0069 e p=0,0088) que no grupo CI (13,0+£3,0 e 13,9 dias). Da mesma forma, a sobrevida
minima e a maxima de 13cH de (13 e 161 dias) foi maior que a de CI (8 e 17 dias). Este
resultado indica aumento de sobrevida animal associado ao tratamento com o medicamento
produzido a partir de soro de animal refratario. A parasitemia no grupo 13cH no 7° dpi foi
maior do que no CI (p=0,0001). Como o resultado final foi favoravel ao hospedeiro, entende-
se que o aumento de parasitemia foi acdo do medicamento para provocar resposta combativa
do organismo mais precocemente, a dindmica da temperatura foi mais homogénea no grupo
13cH que em CI (p=0,0285). As contracdes de IFN-y e de IL-6 estavam diminuidas no 8° dpi
qguando comparado ao controle. Foi observada correlacdo positiva na producdo de NO/IFN-y e
de IFN-y/TNF-a no grupo 13cH diferente de CI. Embora o tratamento ative o sistema
imunolégico do animal, as citocinas pro-inflamatorias apresentaram producdo diminuida em
13cH comparado a Cl com reacdo mais equilibrada do organismo, impedindo aumento
exagerado de TNF-a ou NO (p<0,05), reduzindo inflamac¢ao e danos teciduais, evitando morte
precoce, diferente do observado em CI. Conclusédo: O tratamento da infec¢cdo murina por T.
cruzi com soro ultradiluido de animal refratario a esta infeccdo apresentou modulagéo
diferenciada do sistema imunologico, com alteracdo do curso da infecgdo e secrecdo de TNF-
a, INF-y, IL6 e NO promovendo aumento de sobrevida e tempo de vida estimado.

Palavras chave: Homeopathy, Chagas disease, Serum, Gallus gallus domesticus, Refractory
animal.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, acomete aproximadamente oito
milhdes de pessoas do sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina[1,2] sendo 1,5 milhdes
deles no Brasil. Todavia, até 0 momento, o Brasil dispde somente do benznidazol para o
tratamento desta infeccdo, sendo que este medicamento pode provocar efeitos colaterais
importantes com baixa eficacia na fase cronica da doenga. Assim, a procura de novos

tratamentos tem sido o objetivo de muitos pesquisadores[3-5].

O curso da infeccdo murina com a cepa Y de T. cruzi € bem conhecido, constituindo-
se em bom modelo para o entendimento do efeito de novas intervencdes terapéuticas. Mesmo
com indculo baixo, esta cepa produz invariavelmente morte de todos os camundongos sui¢os
infectados[6,7] desse modo, o percentual de sobrevivéncia pode ser importante preditor. O
efeito de medicacdes ultradiluidas vem sendo demonstrado em diversos experimentos por

varios grupos de pesquisa[4,8-12].

Estudo anterior realizado por nosso grupo[8] testou a utilizacdo de bioterapico de
animais parcialmente resistentes (coelho) e susceptiveis (camundongo) a infeccdo por T.
cruzi, favorece a respota do hospedeiro tratado quanto mais resistente era a espécie doadora
do soro para preparo do medicamento. Seguindo esta linha de raciocinio, foram encontrados
na literatura estudos anteriores que relatam que a galinha (Gallus gallus domesticus) é um
animal refratario a infecgdo por T. cruzi[13].

T. cruzi injetado na pele de aves é eliminado no ponto de inoculacdo e, aparentemente,
ndo atinge a corrente sanguinea. A galinha € um animal refratario e possui essa caracteristica
mesmo antes do nascimento[13]. Essa refratariedade pode ser considerada uma resisténcia
natural ao T. cruzi. Ovos de galinhas embrionados e inoculados dos com formas sanguineas
de T. cruzi apresentaram-se parasitémicos apenas alguns dias apds o periodo embrionario e 32
dias ap6s o nascimento, os pintos originados apresentaram-se ausentes de infec¢do[13].
Warren e Borsos [15] atribuiram a refratariedade das aves ao T. cruzi a presenca no soro de

um anticorpo aglutinante.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do bioterdpico na
dinamizagdo 13cH produzido a partir de soro de Gallus gallus domesticus refratario ao T.

cruzi na sobrevivéncia, clinica e no sistema imune do hospedeiro.



46

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Etica animal

O uso, a manutencdo e o cuidado dos animais experimentais foram realizados de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, com a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Estadual de
Maringa, Parand, parecer CEUA 2401220716/2016. Os procedimentos realizados no Biotério
Setorial da Parasitologia seguem o0s principios propostos no 3Rs que visam a reducédo,
refinamento e substituicdo, sendo que a essa quantidade de animais solicitados e as
metodologias utilizadas estdo amparadas por referéncias bibliogréficas que justificam o

ndmero de animais necessarios em experimentos com substancias ultradiluidas [16].

As recomendacdes da Lei Nacional n° 11.794 (8 de outubro de 2008) para a gestdo
cientifica dos animais foram seguidas[17]. O Biotério encontra-se de acordo com a legislacédo
vigente, e desta forma dispde de condicbes favoraveis ao bem-estar dos animais durante todos
os procedimentos realizados, com acompanhamento de um profissional capacitado. Nesse

experimento foi utilizado o end point de 161 dias.
2.2. Animais e infeccéo experimental

Foram realizados trés ensaios cegos, controlados e randomizados, utilizando 55
camundongos sui¢cos, machos com 56 dias de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram distribuidos em grupos e mantidos em
unidades experimentais com no maximo 4 animais por gaiolas microambientadas de
polisulfona (ALESCO®), com 20 cm x 32 cm x 21 cm, com temperatura controlada (22+2
°C), com ciclo de claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e racdo ad libitum. Os trés grupos

foram mantidos nas mesmas condic¢des experimentais.

Os animais infectados foram inoculados por via intraperitoneal, com 1.400
tripomastigotas sanguineos (formas infectantes) de T. cruzi-cepa Y[18]. A cepa Y é uma das
cepas mais utilizadas nos estudos experimentais e suas propriedades biolégicas e moleculares
sdo amplamente conhecidas[18]. Os animais foram monitorados diariamente com avaliagédo

de bem-estar, parasitemia, marcadores imunologicos e sobrevivéncia durante o0 experimento.
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2.3. Delineamento experimental e regime de tratamento

Os camundongos foram distribuidos em grupos de modo que a média inicial dos pesos

dos animais em cada grupo fossem estatisticamente iguais.

O medicamento foi diluido em agua (1 mL / 10 mL) e fornecido ad libitum em garrafa
ambar estéril de acordo com Aleixo e colaboradores[6], durante 16 horas consecutivas
(medicamento disponivel para os animais das 16:00 as 08:00), no 4°, 7° e 10° dia apds a
infeccdo (totalizando 3 doses). O esquema de tratamento baseia-se na acdo do medicamento
que esta ligada aos seus efeitos imunolégicos e a evolucdo especifica da cepa Y de T. cruzi
em camundongos Swiss[6,8] e com base em estudo anterior desenvolvido por Ferraz e
colaboradores[8] que observou que o bioterdpico produzido a partir de soro de coelho

apresentou modulacéo diferenciada da resposta imune do hospedeiro infetado com T. cruzi.
Os grupos experimentais foram os seguintes:

O Grupo CNI (Controle n&o infectado) foi composto por 5 animais, o grupo CI (controle
infectado) foi composto por 18 animais e o grupo de tratamento 13cH (animal tratado com

soro de galinha 13cH) foi composto por 32 animais.

1) 13cH - Animais tratados com bioterapico de soro de galinha 13cH (n=32). Foram
avaliados 26 animais para os dados de parasitemia, sobrevivéncia e clinica, ja& para as
citocinas foram sacrificados 6 animais (3 no tempo 8 e 3 no tempo 12 ap0s a infeccédo).

2) CI - (Controle infeccdo). Os animais foram infectados e ndo receberam tratamento
(n=18). Foram avaliados 12 animais para os dados de parasitemia, sobrevivéncia e clinica, ja
para avalicdo das citocinas foram sacrificados 6 animais (3 no tempo 8 e 3 no tempo 12 apds a
infeccéo).

3) CNI - (Controle ndo infectado). Animais nédo infectados e ndo tratados (n=5). Foram

utilizados cinco animais para 0s parametros avaliados.
2.4. Preparo dos medicamentos

Para o preparo dos medicamentos foram utilizadas amostras de soro obtidas de sangue de
cinco galinhas (pool) com 65 semanas de idade, da linhagem Hy-Line W-35, mantidas na

Fazenda Experimental da UEM em Iguatemi (FEI), distrito de Maringa - PR.
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A coleta do sangue para obtencdo do soro foi realizada na veia jugular de forma asséptica
e o material foi conduzido ao Laboratério da Parasitologia para processamento. As amostras

foram centrifugadas a 3000 rotacfes por minuto (rpm) durante 10 min e o soro separado.

O preparo do medicamento foi realizado no mesmo dia, em fluxo laminar, em escala
centesimal até a dinamizacdo 13cH, para atingir a diluicdo final 13 diluicdes sucessivas de
1:100 foram feitas. Apds cada diluicdo, foram realizadas agitacbes mecénicas utilizando
dinamizador mecanico (Denise 10-50 Autic, Campinas, Brasil), de acordo com a Farmacopeia
Homeopatica Brasileira - 32 edicdo[19]. A primeira diluicdo (1:100) de soro de galinha foi
realizada em &gua estéril, com 100 sucussdes mecanicas, resultando na dinamizacdo 1cH;
assim foi feito até a dinamizacdo 3cH. Das dinamizac¢des 4cH a 12cH o veiculo utilizado nas
diluicdes foi solucdo de alcool a 70%. O preparo da dinamizacdo 13cH a ser administrada foi
realizada em solucéo de alcool 7%, e armazenada em temperatura ambiente ao abrigo de luz e

em frasco ambar[8].

A dinamizagdo 13cH foi selecionada com base na experiéncia clinica e nos resultados
benéficos observados em trabalho que avaliou camundongos Swiss experimentalmente
inoculados por Trypanosoma cruzi e tratados com soro de coelho que sdo animais resistentes

a infeccao[8].
2.5. Parametros avaliados

2.5.1. Parametros parasitoldgicos: A parasitemia foi avaliada usando a técnica de Brener[20]
e a contagem de parasitos foi realizada no 4° dia para confirmacdo da infec¢do dos animais
enos 7° e 8° dias ap0s a infeccdo (7° dpi e 8° dpi onde 0 é o dia da infeccdo) para efeito
comparativo dos grupos avaliados, ja que existe a producdo de um pico de parasitos

caracteristico neste periodo para a cepa utilizada[20].

2.5.2. Dosagem de citocinas: Foram avaliadas 3 amostras de soro por grupo em cada um dos
tempos experimentais: Dia 0 (animal ainda saudavel), 8° dpi e 12° dpi. Foi utilizado o kit
Cytometric Bead (CBA, BD Biosciences®) para dosar os niveis de IFN-y, 1L-6, TNF-o
seguindo as instrucfes do fabricante. A obtencdo dos niveis das citocinas foi realizada usando

um citdmetro de fluxo BD Accuri ™ C6 Plus.

2.5.3. Determinacao dos niveis de nitrito: O nitrito foi avaliado como descrito por Panis e

colaboradores[21]. As amostras foram desproteinizadas pela adicdo de solucdo de sulfato de
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zinco (ZnSOy) e hidroxido de sddio (NaOH). A mistura foi centrifugada (10.000 rpm, 5
minutos, 4° C). O sobrenadante foi recuperado e diluido em tampdo glicina. Os granulos de
cadmio foram enxaguados em agua destilada estéril e adicionados a uma solucéo de sulfato de
cobre (CuSQ,), que foi deixada em repouso durante 5 minutos e os granulos de cadmio
revestidos com cobre foram ent&o utilizados dentro de 10 minutos. Os granulos ativados
foram adicionados ao sobrenadante diluido em tampdo glicina e agitados durante 10 min.
Aliquotas de 50 uL de sobrenadante foram transferidas para microplacas de 96 pocos e foi
adicionado um volume igual de reagente de Griess. Uma curva de calibracdo foi preparada
usando nitrito de sédio (NaNO,) em diferentes concentracdes, e a absorbancia foi determinada

a 550 nm em um leitor de microplacas.

2.5.4. Parametros clinicos: Foram avaliados diariamente de acordo com o protocolo
proposto por Falkowski 2016[10]. A temperatura corporal foi medida na regido frontal da
perna esquerda, devido a menor quantidade de pelo (IcelThermometer, Model TD-920.0387).
O peso corporal foi medido em balanca semianalitica (Balance BEL®). Consumo de &gua
(300mL / grupo / dia) e racdo (400g / grupo / dia) foram medidas por unidade experimental e

divididos pelo numero de animais por grupo:

Peso/volume adicionado — Peso/volume ap6s 48 horas

Consumoryiq = - — - -
ota Numero de animais por unidade experimental

O resultado final na clinica (peso, temperatura e consumo de racéo) obtido foi reagrupado
em periodos (considerando as médias dos dias avaliados): Entre infec¢do e o pico (Periodo
entre a infeccdo do animal e o 7° dpi que ocorre antes do pico de parasitos) e Apds o pico

(Realizado avaliagdes sucessivas até duas semanas apés a infeccdo ou morte do animal).

2.5.5. Sacrificio dos animais: Para coleta de amostras sanguineas por puncdo cardiaca, 0s
camundongos foram anestesiados em camara saturada de vapor de halotano (Dose: 1,5%-
Inalatorio). Para o sacrificio dos animais apds o termino do experimento, apos atingir o plano
anestésico (como o mesmo medicamento e dosagem) os animais foram submetidos a

eutanasia por deslocamento cranio-cervical.

2.5.6. Analise de sobrevida: Foi registrado o periodo de vida (em dias) dos animais ap6s a

infeccdo em todos os grupos, considerando 161 dias como endpoint.
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2.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente com auxilio dos softwares Graph Pad Prim
Version 7, Statistica Single User Version 13.2 e R 3.0.2. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk
para analisar a normalidade dos dados. Somente os dados de citocinas apresentaram
normalidade (utilizacdo de testes paramétricos), e para os dados que ndo apresentaram
normalidade optou-se pelo uso de estatistica ndo paramétrica. Para os dados paramétricos foi
utilizado teste t ndo pareado, ANOVA para medidas repetidas e correlagdo de Pearson para
avaliar possiveis relacdes entre os tempos avaliados nas citocinas em cada um dos grupos
separadamente. Ja para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis para
comparac@es dos grupos (13cH, CI e CNI), seguidos pelo teste de Dunn quando necessario.
Também foi realizada a estimacdo de sobrevida ndo paramétrica dos grupos com base no
estimador de Kaplain-Meier, segundo do teste de Logrank para comparacdo das curvas. A
maior sobrevivéncia dos animais do grupo tratado em relagdo ao controle sé ficou evidenciada
apos a duplicacdo da amostra (sem alteragdo da média e do desvio padrdo) uma vez que para
esta analise necessita-se de grupos experimentais com maior nimero de animais para
demonstracdo de efeitos de medicamentos altamente diluidos, considerando os parametros
usualmente avaliados[4] o que ndo vem sendo permitido pelos comités de ética em
experimentacdo animal. O nivel de significadncia adotado foi de 5%, ou seja, foram

considerados significativos p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise de sobrevida animal e parasitemia

No grupo tratado com bioterdpico soro de galinha 13cH (13cH), 42,31% (n=11) dos
animais e no grupo Controle (Cl), 23,08% (n=3) sobreviveram mais de 2 semanas. Este
resultado indica aumento de sobrevida animal associada ao tratamento com o medicamento

produzido a partir de soro de animal refratario.

Reforcando esse resultado, o tempo meédio de vida (47,3+63,5) foi maior no grupo
13cH (p=0,0069) do que no CI (13,0+3,0). A estimativa de sobrevida do 13cH foi de 60,1
dias, a sobrevida minima foi de 13 e a maxima de 161 dias (Tabela 1), enquanto que o Cl
apresentou menor sobrevida média de 13,9 dias (p=0,0088) com minimo de 8 e maximo de 17
dias (Figural). Diversos estudos[6,22,23] também mostraram aumento da sobrevida em

animais infectados com T. cruzi devido ao tratamento com medicamento ultradiluido.
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A parasitemia sofreu efeito do tratamento utilizado, ja que o 13cH apresentou maior
parasitemia no 7° dpi, quando comparado ao Cl (p=0,0001). Essa diferenca pode estar
relacionada, ao aumento em menor intensidade, das citocinas avaliadas em comparacdo ao
controle, como se vera mais adiante. O mesmo ocorreu no 8° dpi embora essa diferenca ndo

tenha sido estatisticamente significativa (Tabela 1).

Nossos resultados diferem dos achados por Aleixo e colaboradores[6] que observou
reducdo da parasitemia no tratamento de animais experimentalmente infectados e tratados
com bioterapico produzido a partir do proprio T. cruzi. Além disso, estes dados mostram que
os efeitos de medicamentos altamente diluidos apresentam particularidades que estdo
fortemente correlacionadas aos insumos bioldgicos utilizados no seu preparo, dinamizacéo,
esquema de tratamento, espécie animal utilizada entre outros. O assunto merece maior
aprofundamento e talvez estudos exploratdrios comparativos para elei¢cdo da melhor proposta,

sempre considerando a individualidade de resposta em sentido amplo.

O tratamento com bioterapico de soro de coelho ndo infectado na diluicdo 13cH
também proporcionou decréscimo de parasitemia em camundongos infectados embora nédo
tenha proporcionado maior sobrevida dos animais tratados[8]. Embora a parasitemia esteja
relacionada a patogénese na infeccdo murina por T. cruzi[2], os efeitos finais dependem de
varios fatores, entre eles suscetibilidade da espécie e de como a infeccéo foi tratada [8].

No presente trabalho, como o resultado final foi favordvel ao hospedeiro, com
aumento de sobrevida, entende-se que o aumento de parasitemia no 7° dpi foi resposta do
organismo para apresentar mais precocemente e com maior nitidez o agente agressor, de
forma a suscitar resposta combativa mais efetiva, como relata a literatura no caso de

tratamento com medicamentos homeopaticos[3,24].

A informacdo que o bioterapico de soro de galinha passa ao organismo a ser tratado
como observado nos resultados aqui apresentados, parece ser mais eficiente que a do
bioterdpico de soro de coelho conforme relatado por Ferraz e colaboradores[8]. Esta
afirmacdo tem coeréncia uma vez que aves sdo refratarias a infeccdo por T. cruzi enquanto
coelhos, apesar de ndo desenvolverem agravos patologicos/clinicos significativos, mantém-se
infectados[22]. Ainda, Ferraz e colaboradores[8] mostraram que o tratamento com bioterapico
de soro de coelho ndo infectado apresentou melhores resultados quando comparado ao

tratamento com bioterapico preparado a partir de soro de animal infectado.
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Se por um lado esses dados podem mostrar que 0s eventos ocorridos em experimentos
com medicamentos homeopéticos aconteceram em uma parte pequena dos animais — no caso
do experimento em questao seis dos 26 animais avaliados no grupo 13cH sobreviveram 161
dias (endpoint) — por outro lado sugerem que é necessario buscar outros marcadores mais
eficientes que consigam evidenciar o efeito secundario que culmina com a protecdo que estes
medicamentos estejam promovendo. Vale salientar que o modelo experimental deste estudo
utilizou uma linhagem de camundongos altamente suscetivel a infeccdo por T. cruzi e

esperava-se um desfecho fatal em todos os casos[8].

Tabela 1. Avaliacdo da sobrevida, parasitemia do 7° dpi, 8° dpi e estimativa de sobrevivéncia dos
camundongos infectados com T. cruzi - Cepa Y e tratados com bioterépico de soro de galinha
na diluicdo 13cH.

Grupo n Meédia + Desvio Padréo Minimo  Maximo P

Sobrevida (em dias)

13cH 26 47,3 + 63,5 8 161
0,0069*
Cl 13 13,0 + 3,0 8 17
Parasitemia 7° dpi (parasitos/mL)
13cH 26 155,9 + 166 6 510
0,0001*
Cl 13 24,8 + 24 5 91,9
Parasitemia 8° dpi (parasitos/mL)
13cH 26 90,6 + 82,7 4 320
0,8816
Cl 13 69,1 + 33,1 31 157
Estimativa de sobrevivéncia** (em dias)
13cH
26 60,1 13 161 0,0088%**
Cl 13 13,9 8 17

*p significativo pelo teste t ndo pareado considerando nivel de significancia de 5%;
**Estimativa ndo paramétrica de Kaplain-Meier; ***Teste de Log Rank; Cl:Controle infec¢éo,
13cH: Bioterapico de soro de galinha na diluicdo 13cH. Todos os animais de CNI (controle ndo
infectado) sobreviveram por todo o periodo experimental.
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A. Figura 1. Curva de sobrevida segundo os grupos experimentais pelo estimador de Kaplain Meier
seguido do teste de Log Rank. CI: Controle infectado e ndo tratado, 13cH: Bioterapico de soro de galinha
na diluicdo 13cH. Todos s animais de CNI (controle ndo infetado) sobreviveram por todo o periodo
experimental.

B. Figura 2. Comparagdo da producdo de citocinas e NO nos 0, 8° dpi e 12° dpi para os grupos 13cH e
Cl; 13cH: Grupo tratado com soro de galinha na diluicdo 13cH e CI: Controle infetado e ndo tratado.
Estatistica: *corresponde a uma diferenca significativa entre 0s grupos no mesmo momento da infeccéo -
Teste de t ndo pareado (p<0,05). Letras diferentes correspondem a uma diferenca significativa entre os
tempos nos mesmos grupos - Teste ANOVA para medidas repetidas (p<0,05).

3.2. Analise clinica

Ao comparar 0s grupos amostrais avaliados (Tabela 2), ficou evidenciado que a
temperatura foi estatisticamente maior no grupo CI (p=0,0285) quando comparado ao 13cH
no periodo entre a infec¢do e o pico de parasitas, enquanto que o grupo 13cH permaneceu
semelhante ao CNI. No periodo ap6s o pico, o grupo CNI apresentou temperatura maior
guando comparado aos demais grupos (p=0,0019) e este comportamento esta relacionado a

hipotermia que acontece com o agravamento da infec¢do murina pelo T. cruzi[9].

Nesse mesmo periodo o consumo de agua também foi estatisticamente maior no CNI,
quando comparado aos demais grupos, confirmando o desequilibrio homeostéasico que a
infeccdo ocasiona. Ficou evidenciado que na maioria das avaliagbes o grupo tratado 13cH,
tanto entre a infec¢do e pico quanto apds o pico, apresentou comportamento mais préximo ao
CNI, o que pode evidenciar um equilibrio maior do organismo frente a infeccdo no animal
tratado com medicamento ultradiluido que o observado no grupo CIl. Sandri e
colaboradores[9], também encontraram aumento de temperatura, de consumo de racdo e de
agua em animais tratados com bioterapico 17dH de T. cruzi quando comparado ao controle

nao infectado.
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Tabela 2. Comparacdo do temperatura, consumo de agua, consumo de ragao e peso e segundo 0s
grupos experimentais avaliados entre a infeccdo e o pico e ap6s o pico.

13cH CNI Cl
Pertodo n Media = DEVO o omedia = DEVIO g wegia x DEVO P
Temperatura (°C)
Entre a infeccdo e o pico 12 345 04 5 346 = 0,5 12 35 x 0,5 0,0285*A
Apds o pico 9 335 = 06 5 34 + 02 9 341 + 08 0,0019*8
Agua (ml)
Entre a infeccéo e o pico 12 17 = 0,6 5 175 £ 0 12 18,7 £ 3,7 0,0604
Apbs o pico 9 116 + 13 5 175 + 0 9 119 + 32 0,0019*°
Ragéo (9)
Entre a infeccéo e o pico 12 161 =« 1,9 5 146 = 0 12 176 = 15 0,0511
pposopie 9 132 + 06 5 139 + 0 9 127 + 15 0,0505
Peso (g)
Entre a infeccéo e o pico 12 451 =« 4,5 5 451 =« 2,9 12 42,7 = 4,2 0,4057
Apbs o pico 9 4  + 4,6 5 466 £ 3,6 9 44 + 2,8 0,2936

* Teste Kurskal-wallis significativo considerando nivel de significancia de 5%. “Cl difere de 13cH; ®°CNI difere dos demais.

CNI: Controle ndo infectado; CI: Controle infectado; 13cH: Grupo tratado com bioterapico de soro de galinha na diluicao
13cH

3.3. Analise imunoldgica

Tanto os niveis de IFN-y quanto da IL-6 no 8° dpi apresentaram-se diminuidos em
13cH quando comparado ao Cl (Figura 2). Estas citocinas participam de diversas respostas
imunoldgicas desenvolvidas frente a infec¢do por T. cruzi. Se por um lado estdo diretamente
envolvidas com a eliminacdo do parasito, por outro sdo responsaveis por uma exacerbacdo da
inflamacdo gerando danos teciduais, agravando o quadro clinico do hospedeiro[10]. Esses
achados permitem compreender que embora o tratamento ative o sistema imunoldgico do
animal, aumentando a parasitemia, as citocinas pro-inflamatorias apresentam reagdo
diminuida com relagdo ao CI com o intuito de equilibrar a reacdo do organismo, com provavel
reducdo de inflamacdo e diminuicdo de danos teciduais, também demostrados em outro
trabalho[4], em que o tratamento com medicamento altamente diluido promoveu
imunomodulacdo diferenciada quando comparado ao CI, consequentemente reducdo da

inflamacé&o e aumento da parasitemia no 7° dpi (Figura 2).

Ao longo da infec¢éo, tanto no CI quanto no 13cH os niveis da citocina IFN-y foram
maiores no 12° dpi quando comparado ao O (dia da infec¢do). O nivel da citocina IL-6 foi

maior no 12° dpi quando comparado aos demais tempos tanto no 13cH quanto no Cl. No
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grupo CI o nivel do TNF-a aumentou com a evolugdo do tempo de infecgdo, a dosagem do 8°

dpi diferiu dos demais e a dosagem em 12° dpi também difereu dos demais (Figura 2).

Embora no 13cH exista um aumento de TNF-o entre os tempos avaliados, 0 grupo
tratado apresentou niveis que mostaram aumento inferior em relacdo ao Cl. Embora o sistema
imune tenha sido estimulado devido a infeccdo do animal por T. cruzi, o tratamento impede
aumento exagerado dos nives de TNF-a no momento de pico de parasitos no sangue, que € 0
instante que o animal estd sendo mais desafiado. Assim, ha estimulo na producdo de NO sem,
no entanto, haver aumento significativo evitando assim danos teciduais[25]. Esse equilibrio
n&o foi observado nos animais do grupo CI que apresentou aumento significativo e prejudicial
de NO, causando provével dano tecidual e morte mais precoce (Figura 2).

O TNF-a atua significativamente na produ¢ao do NO [26] molécula com importante
acdo tripanocida quando em grande concentragdo. No IFN-y e no TNF-a embora o padréo de
producdo das citocinas de 13cH tenha sido comparavel ao Cl, o medicamento 13cH causou
relacdo de producdo mais equilibrada quando comparado ao conrole. Niveis mais expressivos
foram observados no Cl quando comparado ao13cH no 8° dpi (p<0,05) tanto na IFN-y quanto
na IL-6 (Figura 2).

O desequilibrio causado pelo parasito observado em CI faz com que a infec¢do evolua
para a morte do animal, quando em altos niveis no organismo, TNF-a, IFN-y e NO podem ser
extremamente prejudiciais ao préprio hospedeiro. A producdo descontrolada de mediadores
imunolégicos, entre eles 0 TNF-a, que produz, entre outros a caquexia[27] e 0 NO que esta
relacionado ao dano tecidual [26]. Ja no 13cH, assim como em outros trabalhos com outras
substancias ultradiluidas[4,10,24], observou-se um padrdo de atuacédo diferenciado, levando o
animal infectado ao alcance de equilibrio, mesmo durante a infeccdo de uma linhagem de
camundongos altamente suscetivel por uma cepa de T cruzi extremamente patogénica[4].
Importante citar que situag0es onde predomina o padréo de reposta Thi, as citocinas IFN-y e
TNF-o podem atuar na ativagdo de macrdéfago e na producao NO que podem culminar na
eliminacdo do parasito. Situaces onde predomina padréo de reposta Th2, as citocinas IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 podem bloquear as citocinas do padrdo Thl visando a manutencdo do

parasito, no caso do T. cruzi, no tecido[26].

Ficou evidenciado comportamento correlacionado no grupo 13cH entre NO e IFN-y

no 8° dpi (p<0,05), onde IFN-y diminui enquanto NO aumenta bem como no 12° dpi quando
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IFN-y aumentou diretamente proporcional ao TNF-a (Figura 3). Como nédo houve este padrdo
de correlagdo no grupo CI, entende-se que a relagdo observada no grupo tratado é o efeito
imunomodulatorio resultante da interferéncia do tratamento com o bioterapico de soro de ave
ultradiluido (Figura 3). Este efeito imunomodulatorio foi também observado por outros
autores[4,10,24]. Embora os dados de citocinas tenham apresentado distribuicdo normal,
somente a correlacdo perfeita (r=1,00; p<0,05) foi significativa, pois esse teste sofre

interferéncia do tamanho da amostra (no caso de 3 animais por grupo em cada tempo

Estimativa de Sobrevida (Dias)
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Figura 3. A. Dosagens dos diferentes marcadores imunoldgicos em soro de camundongos infectados por T.
cruzi, no 8°dpi. Grupo tratado com soro de galinha na dilui¢do 13cH e CI: Controle infetado e néo tratado. Em
relagdo a estimativa de sobrevivéncia os grupos foram significativamente diferentes (p<0,05)*. As dosagens de
IFN-y(a) e IL-6(b) foram significativamente menores no grupo 13cH. Para NO e TNF néo houve diferenca
significativa entre os grupos, embora na evolucdo do tempo, TNF e NO tiveram suas concentra¢cGes aumentadas
entre os tempos 0 e 12°dpi, 0o que ndo aconteceu no grupo tratado. Ficou evidenciado aumento de IFN-y e
diminuicéo de NO (c) (p<0,05),

B. Dosagens dos diferentes marcadores imunolégicos em soro de camundongos infectados por T. cruzi, no
12°dpi. Grupo tratado com soro de galinha na diluicdo 13cH e CI: Controle infetado e ndo tratado. Em relacédo a
estimativa de sobrevivéncia os grupos foram significativamente diferentes (p<0,05)* - mesmos valores

observados em 8°dpi. No 12°dpi néo houve diferenca entre os grupos entre as dosagens de IFN-y, IL-6, TNF-a e
NO nos grupos avaliados. (a) Ficou evidenciado aumento proporcional de IFN-y e TNF-a (p<0,05).

Ferraz e colaboradores 2016[8] observaram que o0 grupo tratado com soro ultradiluido
de coelho nédo infectado apresentou diminuig@o das concentragfes de IL-4, sem alteracGes no
TNF-a e IFN-y, associada & diminui¢do da IL-17 quando comparado ao controle. Ferraz e
colaboradores 2016[8] evidenciaram ainda que o grupo tratado com soro ultradiluido de
coelho infectado, teve aumento na concentragdo de IL-4, sem alteracdes no TNF-a e IFN-y,
associado a diminuicdo da IL-17 em relacdo ao grupo controle. Os dados do presente estudo
estdo de acordo com esses achados e confirmam modulagdo de citocinas de maneira

diferenciada em animais infectados com T. cruzi e tratados com medicamento ultradiluido.



57

Esses achados reforcam o resultado de que a modulacdo diferenciada nos dois grupos
parece interferir na inflamag&o, como observado em trabalhos do nosso grupo de pesquisa
publicados anteriormente[3,4,24]. Além disso esse resultado pode ainda estar ligado a
sobrevida aumentada no grupo 13cH. Em resumo, pode-se observar que existe uma dinamica
diferenciada na secrecdo dos mediadores envolvidos na resisténcia murina ao T. cruzi,
chamando atencéo para os marcadores (balanco das citocinas, sobrevida aumentada) avaliados
nesse trabalho. Essa dindmica diferenciada pode ser observada tanto na correlacdo entre 0s

dias pés-infeccdo quanto na comparacéo dentro dos grupos nos diferentes periodos avaliados

CONCLUSAO

O tratamento da infeccdo murina por T. cruzi com bioterapico de soro de animal
refratario a esta infeccdo provocou modulagdo diferenciada do sistema imunoldgico, com
aumento da parasitemia no 7° dpi e redugéo das citocinas pro-inflamatorias (IFN-y e IL-6) em
relacdo ao Cl com o intuito de equilibrar a reacdo do organismo, com provavel reducédo de
inflamacéo e evitando dano tecidual promovendo aumento de sobrevida e tempo de vida
estimado dos animais quando comparado ao grupo controle.
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CAPITULO 111
CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o tratamento com Phosphorus 13cH promove efeitos
benéficos na infeccdo pelo T. cruzi em ratos Wistar, modulando a secre¢éo de IFN-y e TNF-a,
com reducdo da inflamacdo no tecido cardiaco. Ja o tratamento da infeccdo murina por T.
cruzi com bioterapico de soro de animal (Gallus gallus domesticus) refratario a esta infecgédo
apresentou modulacdo diferenciada do sistema imunoldégico com alteracdo do curso da
infeccdo e secrecdo de TNF-a, INF-y, IL-6 e NO, promovendo aumento de sobrevida e tempo
de vida estimado.

Esses resultados evidenciam os efeitos benéficos proporcionados pelos medicamentos
altamente diluidos para o tratamento da infeccdo pelo T. cruzi, reforcando a importancia do
uso da homeopatia para estabelecer novas abordagens terapéuticas no manejo de pacientes

com doenca de Chagas aguda.

PERSPECTIVAS

Como novas pesquisas espera-se realizar avaliagdbes comportamentais, dosagem de
outras citocinas e mediadores inflamatérios em animais experimentalmente infectados com
T. cruzi submetidos ao tratamento com o medicamento Phosphorus.

J& com o bioterépico produzido a partir de soro de galinha 13cH, espera-se que com
novas pesquisas possa ser realizado a dosagem de outras citocinas e histologia dos 6rgaos
mais afetados pela doenca de Chagas nos animais que foram submetidos ao tratamento com
bioterdpico. Além disso seria interessante testar o tratamento com bioterapico em outra
espécie mais resistente, como o rato, nas mesmas condic¢des avaliadas nos camundongos,
para comparacdo dos efeitosproporcionando melhor compreensédo dos resulados

observados.



