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RESUMO

MAMEDE, K. P. Estudo das propriedades bioldégicas de bioterdpicos homeopaticos
obtidos por diferentes metodologias farmacotécnicas sobre Leishmania (Viannia)
Braziliensis. 2012. Tese (Doutorado em Parasitologia) - Departamento de Biologia Animal -
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP, 2012.

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude, a prevaléncia das diferentes
formas de leishmaniose (tegumentar e visceral) ultrapassou 12 milhdes de casos. A leishmaniose
constitui um importante problema de satde publica especialmente na América Latina e Central,
Africa e esporadicamente na Europa e América do Norte. No Brasil, a leishmaniose cutinea ¢
causada principalmente por Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis, a mucocutanea por Leishmania (Viannia) braziliensis e a visceral por Leishmania
(Leishmania) chagasi. O principal tratamento das infec¢des causadas por esse parasito ¢ baseado
principalmente no uso de antimoniais pentavalentes que, apesar da relativa eficacia, essas drogas
sdo altamente toxicas, provocando efeitos colaterais graves, além de determinar certa resisténcia
parasitaria. Diante disso, faz-se necessario o estudo de novas drogas eficazes para o tratamento da
leishmaniose com menos efeitos colaterais. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
eficacia de diversos tipos de Bioterapicos homeopaticos nas escalas Centesimal (CH) e Decimal
(DH), utilizando diferentes processos de preparacdo, com o intuito de proporcionar uma melhor
eficacia no tratamento a leishmaniose, com menores taxas de efeitos colaterais. Para tal, foram
utilizados Mus musculus, machos, infectados experimentalmente com 2,0x 10* formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis. Os animais foram divididos em: grupo controle positivo,
tratados com Glucantime; controle negativo, tratados com solugdo fisioldgica; grupos infectados
e ndo infectados tratados com o Bioterapico 1 (obtidos por formas promastigotas inativados pelo
método do ultra-som), Bioterapico 2 (obtidos de formas amastigotas inativados por alcool 70%),
Bioterdpico 3 (obtidos por formas promastigotas inativados por alcool 70%), Bioterapico 4
(obtidos de formas amastigotas mais sangue de camundongos infectados) e Bioterapico 5

(obtidos de formas amastigotas mais sangue de animais infectados e mix homeopatico. Os



Bioterapicos 2, 3 ¢ 4 foram preparados nas escalas centesimal e decimal. O tratamento ocorreu
por um periodo de 60 dias, com excecdo do controle positivo que foi administrado conforme o
padrido terapéutico do medicamento. Apos o tratamento, realizou-se provas hematologicas em
todos os animais, a fim de verificar possiveis efeitos dos Bioterapicos em relagdo ao
desenvolvimento de suas células sanguineas. Os resultados demonstraram que os animais tratados
com o Bioterapico 2 na escala decimal (DH) apresentaram uma maior redu¢do na lesdo
leishmaniotica em relacdo aos outros grupos, porém niao o suficiente para alcangar a cura
parasitoldgica. Em relacdo as provas hematoldgicas, os resultados mais significativos observados
foram aumento de mondcitos nos grupos infectados e tratados com os Bioterapicos, aumento do
nimero de macrofagos, principalmente para os grupos tratados com os Bioterapicos 2 e 3 na
escala decimal, o que leva a pensar em uma possivel estimula¢do do sistema imunoldgico pelos

Bioterapicos utilizados.

Palavras - Chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, Bioterapico, Leishmaniose - Terapia
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ABSTRACT

According to the last estimative of the Wold Health Organization, the prevalence
of the distinct forms of leishmaniosis (tegumentar and visceral) exceeded 12 million people.
Leishmaniosis is considered an important health problem in Central and south America, Africa
and seldom in Europe and North America. In Brazil, cutaneous leishmaniosis is caused mainly by
Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (Leishmania) amazonensis, the
mucocutaneous by Leishmania (Viannia) braziliensis and the visceral by Leishmania
(Leishmania) chagasi. The main clinical treatment for these infections is based in the use of
pentavalente antimonials, which presents a partial efficacy, being extremely toxic and triggering
serious side effects, besides the fact of causing parasitic resistance to drug. So the use of
alternative drugs with less collateral side effects for the treatment of leishmaniosis has been the
goal of several researchers. This work has as objectives to evaluate the effectiveness of
homeopathic biotherapics in the Centesimal (CH) and Decimal (DH) scales, using different
processes of manufacturing in the attempt to induce a better efficiency for leishmaniosis. For this
purpose it was used male Mus musculus experimentally infected with 2,0 x 10* promastigote
forms of L. braziliensis. Animals were divided in groups: positive control group, Glucantine
treated animals, negative control, treated with saline solution; infected and uninfected animals
treated with Biotherapic 1 (manufactured using promastigote forms inactivated by ultra-sound).
Biotherapic 2 (manufactured using promastigote forms inactivated by ultra-sound), Biotherapic 2
(manufactured using amastigote forms inactivate with alcohol 70%), Biotherapic 3 (manufactured
using promastigote forms inactivated with alcohol 70%), Biotherapic 4 (manufactured from
amastigote forms added with blood of infected mice) and Biothepapic 5 (manufactured from
amastigote forms added with blood infected animals and homeopathic mix). The biotherapics 2, 3
e 4 were prepared in the centesimal and decimal scales. Treatment was applied for a period of 60
days, with exception of the positive control, which was administered according to the directions
of the drug. After finished the therapeutic treatment, hemogram of all animals was done in order

to verify possible harmfull effects on the blood red and white cells. Our data revealed that treated



vii

with biotherapic 2 in the decimal (DH) scale displayed a more effective reduction in the
leishmaniotic lesion as compared to other groups, although not sufficient to induce the
parasitological cure. Concerning to the hemogram, a monocytosis was observed for infected
animals treated with distinct biothepapics. It was also found enhanced number of macrophages
mainly for groups treated with Biotherapics 2 and 3 in the decimal scale. These data points in the

direction of a possible stimulation of the host’s immune response, triggered by these biotherapics.

Key-Words: Leishmania (Viannia) braziliensis, Biotherapic, Leishmaniasis - Therapy
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1. INTRODUCAO

Leishmania compreende um género de protozoarios tripanosomatideos,
causadores da leishmaniose, sendo transmitidos ao homem por meio da picada de fémeas de
insetos flebotomineos dos géneros Lutzomyia no Novo Mundo, ¢ Phlebotomus, no Velho
Mundo.

A leishmaniose ¢ endémica em muitas regides tropical e subtropical do mundo,
tendo uma incidéncia mundial de dois milhdes de casos por ano e prevaléncia de 12 milhdes de
pessoas infectadas, avaliando-se em 350 milhdes a populacdo exposta ao risco de contrair a
infec¢do (WHO, 2011), ocorrendo cerca de 50 000 mortes/ano (DND1, 2012).

As leishmanioses sdo definidas como infec¢des causadas por protozoarios do
género Leishmania, que se caracterizam por apresentar trés formas evolutivas dentro de seu ciclo
bioldgico, ocorrendo tanto no hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado: promastigota,
paramastigota e amastigota (GRIMALDI, 1982).

O ciclo bioldgico desse protozoario ocorre em dois estagios: dentro do aparelho
digestivo do inseto vetor, sob a forma promastigota e paramastigota, e no interior de macrofagos
dos hospedeiros vertebrados, sob a forma amastigota. Para a maturag¢do de seus ovos, a fémea do
flebotomineo (géneros Phlebotomus e Lutzomyia) necessita de sangue e, ao picar um individuo,
inocula com sua saliva as formas promastigotas infectantes (formas metaciclicas). Os macréfagos
atraidos ao local da picada sdo infectados pelos parasitas. Estes se diferenciam em formas
amastigotas e dividem-se, levando as células a ruptura e liberando parasitas que infectardo novos

macrofagos (PETERS, 1995).



Os macrofagos atraidos ao local da picada sdo infectados pelos parasitas por
meio de uma seqiiéncia de interacdes entre parasita e hospedeiro: adesdo ao macrofago, entrada
para o macrofago por fagocitose, sobrevivéncia do parasita no interior do macréfago,
diferenciagdo da forma promastigota para amastigota e multiplicacdo intracelular das formas
amastigotas. Essas interagdes s3o mediadas por receptores presentes nos macrofagos (CHANG &
CHAUDHURI, 1990). O ciclo bioldgico completa-se quando um flébotomo faz seu repasto
sanguineo em um individuo contaminado. No inseto vetor, o parasita passa a forma promastigota
ndo infectante (prociclica), sofre metaciclogénese e passa para a forma infectante (metaciclica).
Essas formas migram do trato digestério para o aparelho sugador do vetor para iniciar, em
seguida, nova infec¢do no hospedeiro vertebrado (PETERS, 1995).

Quanto a sobrevida das formas amastigotas no hospedeiro vertebrado dentro do
fagolisossomo, varias sdo as estratégias que o parasita emprega para escapar dos mecanismos de
defesa que ocorrem antes, durante e apds a entrada nas células do hospedeiro. Esses mecanismos
incluem o processo da lise pelo complemento, o efeito tdxico dos intermediarios reativos do
oxigénio durante o “burst” respiratorio, induzido pelos macrofagos e as atividades microbicidas
das hidrolases lisossomais ¢ do 6xido nitrico. Além disso, outro aspecto importante da sobrevida
das formas amastigotas envolve a interagdo amastigota-macréfago, os mecanismos da
multiplicagdo intracelular do parasita, ruptura da célula hospedeira e invasdo de novas células
(PETERS, 1995).

A leishmaniose constitui um importante problema de saude publica
especialmente na América Latina e Central, Africa e esporadicamente na Europa ¢ América do
Norte (MARSDEN, 1984). No Brasil, a leishmaniose cutdnea ¢ causada principalmente por

Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis, a mucocutanea por



Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ a visceral por Leishmania (Leishmania) chagasi (GOMES et
al. 2008).

Além dos casos normalmente reportados, a leishmaniose, hoje, participa do
quadro de doencas oportunistas da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em varias
areas do mundo (GRANDONI & GRAMICCIA, 1994). A forma mucocutanea da doenca pode
manifestar-se em um prazo consideravelmente curto, apds o surgimento da lesdo inicial (12 a 24
meses). Eventualmente, a lesdo primaria pode nio ocorrer, vindo a doenga a se manifestar anos
depois, como lesdo nasobucofaringeana, em pacientes imunodeprimidos (MACHADO, 1992).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ definida como doenga
infecciosa, cronica, caracterizada pelo comprometimento da pele, mucosa e cartilagens. Segundo
a OMS, a LTA ocupa o segundo lugar entre as seis doengas infecto-parasitarias mais freqilientes
no mundo (SAMPAIO & RIVITTI, 1998).

A apresentacdo clinica da doenga cutanea produzida por Leishmania (Viannia)
braziliensis, agente etioldgico da LTA, caracteriza-se por lesdes ulceradas com bordas elevadas,
endurecidas e violaceas, podendo variar de casos benignos a casos onde ocorre o desfiguramento
facial, tornando uma lesdo cutdnea-mucosa (MARSDEN, 1985a). Ainda, Marsden (1985b) relata
que cinco por cento dos pacientes com lesdes nas mucosas evoluem para morte, devido a

ocorréncia de complica¢des generalizadas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tratamento contra a Leishmaniose

A utilizagdo de medicamentos contra esta infec¢do parasitdria teve inicio
significativo a partir das observagdes de Gaspar Vianna, por ter sido o primeiro a utilizar os
antimoniais no tratamento da LTA em 1912, sob a forma trivalente (YAN-JIA, 1982).

Em 1920, foi produzido pela primeira vez um antimonial na sua forma
pentavalente, por Bramachi, o qual nessa década teve particular importancia na India, sendo
utilizado no tratamento da Leishmaniose Visceral (LV) sob a forma de um sal aminado do acido
para-amino-fenil-estibinico. O autor apontava para sua menor toxicidade comparado com o
Tartaro Emético (NAPIER, 1927).

Os antimoniais pentavalentes sdo, ainda, as drogas de escolha para o tratamento
da leishmaniose, sendo eficazes em 80% dos pacientes, mas apresentam problemas como
toxicidade, administragdo parenteral e dificuldade para estabelecer as quantidades reais de
antimonio nas preparacdes utilizadas (MARSDEN, 1985b; FRANCO, 1992). As formulagdes dos
antimoniais pentavalentes mais utilizadas sdo o Antimoniato de Meglumina ou Antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) e o Estibogluconato de Sodio (Pentostan®) (VERONESI &
FOCACCIA, 2002).

Além da a¢do leishmanicida, os antimoniais pentavalentes podem aumentar o
indice fagocitario de neutrofilos, favorecendo o aumento da defesa anti-infecciosa (PASTORINO
et al., 2002). No entanto, apesar da alta eficiéncia, estas substincias sdo altamente toxicas e

podem ndo ser efetivas em manifestagdes severas das formas mucocutaneas. Os efeitos colaterais



mais graves sdo a cardiotoxicidade com anormalidades eletrocardiograficas, a hepatoxicidade
com aumento do nivel de enzimas hepéticas e mais raramente, nefrotoxidade (VERONESI &
FOCCACIA, 1999).

Apesar de todos esses efeitos colaterais, os antimoniais pentavalentes sao
considerados como principais farmacos no tratamento da leishmaniose, ¢ 0 mecanismo de acdo
desses farmacos ainda ndo estdo bem esclarecidos. Alguns autores acreditam que os antimoniais
trivalentes estdo relacionados com a alteragdo do potencial redox de tidis do parasito. Tal
alteracdo aconteceria por indugdo do efluxo de tidis e por inibicdo da enzima Tripanotiona
Redutase (WYLLIE et al., 2004).

Para que o antimonial pentavalente consiga atuar contra a forma amastigota do
parasito, esse deve conseguir penetrar no interior da célula hospedeira e atravessar a membrana
do fagolisossomo; além disso, faz se necessario que o antimonial pentavalente seja reduzido em
trivalente (OUELLETTE et al., 2004). Brochu et al. (2003) demonstraram, em Leishmania
donovani, que somente a forma amastigota do parasito é capaz de reduzir o antimonial
pentavalente em trivalente.

A anfotericina B ndo tem aplicacdes terap€uticas tdo favordveis como os
antimoniais pentavalentes, pois requerem longa terapia e freqiientemente induzem efeitos toxicos
e colaterais tais como febre, calafrios e nauseas. Porém sua acdo ¢ potencializada quando ele é
incorporado a lipossomos. A pentamidina tem a¢@o inferior aos antimoniais e apresenta maior
toxicidade; alguns estudos indicam que o alopurinol ¢ um canditado promissor ao tratamento,
substituindo os antimoniais pentavalentes em certas infec¢des de Leishmania. A pouca opcao de
drogas efetivas contra parasitas protozodrios agrava-se ainda mais pela resisténcia apresentada

por certos parasitas (OUELLETE & PAPADOPOULOU, 1993). Segundo Croft & Coombs



(2003), a anfotericina B surge como segunda op¢ao no tratamento das leishmanioses viscerais e
tegumentares em pacientes que nao respondem aos antimoniais.

Novos compostos, de utilizagdo oral, tornaram-se recentemente uma alternativa
interessante (SUNDAR, 2002; JHA et. al., 1999). O avango mais significativo foi o tratamento
oral de leishmaniose visceral com miltefosina, uma alquilfosfocolina originalmente desenvolvida
como um medicamento anticincer (CROFT & COOMBS, 2003). A miltefosina também se
mostra eficiente no tratamento de leishmaniose cutdnea (SOTO et al., 2001), além de estar sendo
utilizada no tratamento de leishmanioses caninas (CROFT & COOMBS, 2003). O mecanismo de
acdo da miltefosina ainda é desconhecido, mas estd relacionado com a modulagio do
metabolismo de alquil-lipideos e a biossintese de fosfolipideos (LUX et al., 2000).

Recentemente, Marinho et al., (2011) propuseram que a miltefosina atua no
processo de morte celular programada, determinada pela expressio de fosfatidilserina e
incorporag¢do de iodeto de propidio, o que culmina na fragmentagdo de DNA.

Apesar de ainda nao ter sido relatado casos clinicos de resisténcia a miltefosina,
a mesma pode ser facilmente induzida in vitro (PEREZ-VITORIA et al., 2003).

A pesquisa de novos medicamentos com atividade leishmanicida ja ¢
largamente relatada na literatura cientifica, onde varios autores observam atividade biologica em
diferentes niveis, com substancias de diferentes origens (animal, vegetal e sintética) sem, no
entanto, encontrarem nenhuma substancia capaz de substituir com seguran¢a aquelas ja existentes
(FOURNET et al., 1994, HEPBURN et al., 1994; BERMAN., 1997; SANTOS, 1997;
ARSMSON et al., 1999; KAYSER et al., 2000; KEDZIERSKI et al., 2006).

A avaliagdo de produtos naturais, principalmente aqueles que possuem origem

vegetal, talvez seja a maneira mais vidvel de se buscar substancias que possam substituir os



medicamentos utilizados no tratamento de leishmaniose existente hoje em dia, de uma forma
mais segura e com limitacdo de efeitos secunddrios ao tratamento.

A observacdo das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado a
pesquisa dos principios ativos de varias espécies vegetais. Metabolitos secundarios tais como
alcaloides, terpendides, considerados no passado como inativos, sdo hoje ferramentas importantes
no tratamento e investigagdo clinica. (MONTANARI & BOLZANI ET, 2001).

Um programa de screening de vegetais para o combate a leishmaniose foi
iniciado na Guiana Francesa, em 1984, baseado em conhecimento etnofarmacologico da
populacdo local, onde a partir da avaliagdo in vitro de diversos extratos vegetais, sobre formas
promastigotas e amastigotas e in vivo sobre animais experimentalmente infectados com
L.amazonensis, foi demonstrada a excelente eficidcia de Faramea guianensis sobre todos os
estagios de desenvolvimento do parasito (SAUVAIN et al., 1994).

Compostos que estimulam o sistema imunoldgico sdo uteis quando usados
como adjuvantes no tratamento de certas doencas causadas por fungos, bactérias e protozoarios,
como na leishmaniose. Nesse caso, estudos quimicos e imunofarmacoldgicos t€ém sido realizados
com o intuito de encontrar novos compostos menos tdxicos, economicamente mais viaveis, de
efeito especifico e que reverta a resisténcia do parasita aos farmacos.

A utilizacdo de compostos baseados em estruturas complexas, como proteinas
e/ou peptideos foi relatada por Ramos et al. em 2000, onde os autores avaliaram o veneno de
serpente irradiado sobre as formas promastigotas de Leishmania. Foi observada excelente
eficacia desse tipo de composto, onde o ICsy encontrado foi de 95 ng/mL, sendo o mesmo

considerado insignificante quando comparado ao DLs que foi de 0,5 mg/Kg.



Dentre as numerosas plantas com potencial na modulacio da resposta imune na
leishmaniose, a Kalanchoe pinata tem demonstrado efeito sobre a redugdo das lesdes em
camundongos de linhagem susceptivel, pelo aumento da producdo de o6xido nitrico por
macrofagos (BERGMANN et al., 1997).

Plantas pertencentes ao género Holarrhena (Apocynaceae) estdo distribuidas
por uma ampla area da Africa e da India, estendendo-se ao sudeste da Asia. A composi¢io
quimica de algumas espécies africanas ¢ indianas tem sido investigada; sabe-se que essas
espécies possuem varios alcaldides esteroidais do tipo aminopregnano. Os extratos de
cloroférmio e etanol das folhas de H. curtisii demonstraram uma significante atividade contra a
Leishmania donovani, podendo estar relacionada ao seu efeito citotoxico (KAM, 1997).

Farmacos derivados de plantas, que ndo foram testadas até os dias atuais nos
tripanosomatideos, foram avaliadas por Araujo et al. (1998). Os componentes extraidos da
Centrolobium sclerophyllum (Leguminosae) foram avaliados sobre as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e os resultados demonstraram uma eficaz atividade antileishmanial.

Outra espécie Solanum Iyratum (Solanaceae), utilizada na medicina coreana,
também aumenta a produgdo de 6xido nitrico produzido por células da cavidade peritoneal de
camundongos, o que sugere possivel atividade terapéutica no tratamento da leishmaniose (KIM et
al., 1999).

O género Guarea possue 150 espécies de arvores e arbustos na América tropical
e 20 espécies na Africa. Entretanto, oito dessas espécies tém sido investigadas quimicamente,
sendo que um determinado numero vem sendo utilizado na medicina tradicional para tratamento

de diferentes doengas, tendo seus efeitos sido demonstrados experimentalmente.



Em pesquisas utilizando protdtipos de fadrmacos com atividade sobre
protozoarios e provenientes de vegetais, descobriu-se que o extrato metabolico do Guarea
rhophalocarpa proporciona uma eficaz atividade terapéutica, visualizada sobre a multiplicagdo de
formas promastigotas de Leishmania donovani, sendo que o triterpendide lanostrano 23-hidroxi-
Sa-lanosta-7,9(11),24-trieno-3-ona apresentou valor de ICsy de 7,2uM, inferior ao demonstrado
pelo pentostam (500uM) (CAMACHO et al., 2000).

O extrato etanolico de Yucca filamentosa demonstrou excelente atividade sobre
L.amazonensis em uma concentracdo de Spg/mL (PLOCK et al., 2001), sendo que o autor nio
apresenta a substancia responsavel por essa atividade.

A avaliagdo da atividade de extratos de Annona muricata, realizados na
Colombia, demonstraram que o vegetal apresentava atividade superior ao antimoniato de
meglumina sobre L.braziliensis e L.panamensis. Os extratos metandlico, hexanico e em acetato
de etila desse vegetal demonstraram efetividade a uma concentragdo proxima de 1,0 mg/mL para
ambas as espécies avaliadas, enquanto o Glucantime apresentou atividade a uma concentracio
proxima a 4,0 mg/mL (JARAMILLO et al., 2000).

Apenas o vegetal Croton cajucara vem sendo utilizado com sucesso contra
parasitas do género Leishmania. Seus efeitos em L. amazonensis tém sido investigados
extensivamente, principalmente in vitro, onde alteragdes morfologicas significativas sobre formas
promastigotas foram observadas apos a aplicagio de 15ng/mL de seu dleo essencial,
determinando destrui¢do da cromatina nuclear e do cinetoplasto do parasito, o que resultou em
lise celular (ROSA et al., 2003). No caso de tratamento de cultura de macréfagos obtidos de

camundongos pré-infectados, os autores observaram uma reducio de 50% das formas do parasita,
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além do aumento em niveis de 60% na produgdo de d6xido nitrico desses macrofagos pré-
infectados.

Ha o relato também que o linalool, um dlcool triterpénico, ¢ o maior
constituinte desse dleo e apresenta maior atividade leishmanicida que o dleo de origem,
demonstrando valores de ICsy de 8,3 ng/mL e 22ng/mL para promastigotas e amastigotas,
respectivamente para o 6leo, e de 4,3 ng/mL e 15,5 ng/mL para o linalool, sobre as mesmas
formas do parasito, sem demonstrar qualquer efeito tdxico sobre os macréfagos ndo infectados.

Rocha et al. (2005), em uma revisdo da literatura descreve mais de 100 vegetais
que apresentam atividade leishmanicida, demonstrando assim a importancia da avaliacdo de
mecanismos terapéuticos alternativos para o tratamento da leishmaniose.

Associado a esse fator, a dificuldade de se encontrar uma vacina efetiva contra

o parasito, referendam a necessidade de buscas de novas substancias (TABBARA, 2006).

2.2. Homeopatia

Homeopatia ¢ uma especialidade médica e farmacéutica que consiste em
ministrar aos doentes, doses diluidas e dinamizadas para evitar a intoxicacdo e estimular a reagio
organica. A palavra Homeopatia foi criada por Hahnemann, e advém do grego, que significa
omois, “semelhante”, e pathos, “doente”. Designa o método terapéutico baseado na lei natural de
cura similia similibus, ou seja, semelhante sera curado pelo semelhante. Trata-se, portanto, de um
sistema cientifico e filoséfico bem determinado, com metodologia de pesquisa prépria, que se
apoia em dados da experimentagdo clinica de farmacos ¢ de medicamentos homeopaticos no

homem sadio, para sua posterior aplicagdo no homem doente. Medicamentos homeopaticos
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permitem diminuir os efeitos toxicos da substancia original e aumentar o seu potencial curativo,
por um processo chamado dinamizagdo (FONTES et al, 2000).

O Doutor Richard Haehl, o melhor bidégrafo de Hahnemann, calcula que o ano
de 1796 foi realmente o ano do nascimento da homeopatia. Em 1790, numa anotagdo a Matéria
Médica de Cullen, Hahnemann salientara a relacdo de similitude por meio da intoxicagdo pela
quinina e as curas obtidas com tal planta. Realizou-se, entdo, a primeira experiéncia
“patogenética” em si mesmo. Hahnemann se informou que a quina, presente na casca da
cinchona, seria eficiente contra maldria por sua agdo adstringente, como afirmava Cullen, o qual
além de médico, era quimico, e sabia que existiam adstringentes mais potentes do que a quina.
Por isso, Hahnemann resolveu estudar mais e durante varios dias, ele tomou doses de quinino,
registrando suas reacdes pormenorizadamente, e para o seu espanto, comegou a sentir 0s
sintomas da maldria, um ap6s o outro, apesar de ndo estar com a doenga. Os sintomas se repetiam
sempre que ele tomava uma dose de quinino e duravam algumas horas. Se ndo tomasse quinino,
nao apresentava os sintomas (DEMARQUE, 2002).

A partir dai, passou a realizar experimentacdes em si com varias outras
substancias, e apos obter pesquisa minuciosa dos “perfis de drogas” que compilara, seguiu para
uma proxima etapa de experimentacdo em pessoas doentes, a fim de verificar se elas se
beneficiariam ou ndo. Antes disso, procedia exames fisicos e interrogatorios detalhados sobre os
sintomas e observava uma possivel melhora ou agravamento da saude geral, o modo como
viviam e a perspectiva de vida. Apds isso, elaborou um “quadro de sintomas” para cada paciente
e descobriu que, quanto mais proxima a combinagdo entre os sintomas do paciente e aqueles
causados pela substincia administrada ao individuo sdo, melhor sucedido era o tratamento

(HAHNEMANN, 1984).
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De acordo com Demarque (2002), como algumas substancias eram venenosas,
Hahnemann aplicava doses em pequenas diluigdes. Alguns de seus pacientes relatavam uma
piora dos sintomas, antes de qualquer melhora, entdo, criou um processo de diluicdo seguida de
sucussdo, o que resultaria nas dinamizacdes, ¢ acreditava, por meio deste método, liberar a
energia da substancia. Ele continuou a fazer experiéncias com a dilui¢do de medicamentos até o
fim da vida, utilizando solu¢des cada vez mais fracas, que, paradoxalmente, tornavam-se cada
vez mais potentes.

A Lei dos Semelhantes ou também chamada principio da Analogia foi utilizado
empiricamente na medicina desde tempos remotos. Hahnemann teve como precursores varios
médicos, em especial, Hipdcrates e Paracelso, que por meio de suas obras difundiram a Lei dos
Semelhantes. Essa lei rege um principio de ordem farmacoldgica em que: qualquer substancia
capaz de provocar em um individuo sadio, porém sensivel, determinados sintomas, é capaz de
curar, desde que em doses adequadas, um individuo que apresente um quadro morbido
semelhante (FONTES et al, 2000).

Foi assim que a homeopatia surgiu e tem por caracteristica um tratamento que
contempla a totalidade do ser humano e ndo apenas as doengas isoladamente; menos agressivo,
que atua através de estimulo energético e ndo por efeito quimico de drogas.

A Homeopatia encontra-se nos dias de hoje confrontada e desafiada pela
ciéncia atual, pois necessita comprovar seus principios (SOUZA, 1999). Faz-se necessario,
portanto, que a Homeopatia, frente aos avangos cientificos e metodoldgicos, atualize seus
métodos de pesquisa, visando comprovar o que Hahnemann instituiu em sua nomenclatura
original, a partir de suas observagdes experimentais e clinicas. A pesquisa homeopatica deve,

portanto, caminhar em trés dire¢des complementares para dar sustentacdo, comprovagao, além de



13

ampliar suas teorias e praticas. Esses aspectos envolvem a pesquisa basica da fisico-quimica, dos
ensaios bioldgicos experimentais ¢ dos estudos clinicos controlados.

Essa lei foi a primeira e, talvez, nela se resumem todos os principios das Leis
naturais da Homeopatia. Hipocrates ja se referia a este principio e também a dualidade do ser
humano. Celsus afirmava que o proprio escorpido seria 6timo remédio contra si mesmo; Basilio
Valentino, monge beneditino do século XV, afirmava que “os iguais devem ser tratados por meio
de seus iguais e ndo pelos seus contrarios” e Paracelsus enunciava o principio: “o que produz a
ictericia também cura ictericia e todas as suas espécies. De maneira igual, o remédio que curard a
paralisia, deve proceder daquilo que a causa; e nesse sentido, agimos de acordo com o método de
cura pelos arcanos” (VANNIER, 1994).

Os insumos utilizados na medicina homeopatica sdo obtidos de todos os reinos
(vegetal, mineral, animal) e ainda de elementos complementares como os bioterdpicos. O reino
vegetal contribui com maior nimero de matérias primas e utiliza-se, geralmente, de plantas
coletadas em seu habitat natural que sio usadas em estado fresco para a obtengdo da tintura-mae
(TM) ou preparacdes basica, as diluicdes e dinamizagdes. As de origem mineral ou quimica
compreendem substancias simples ou compostas e sdo preparadas por trituragdo ou diluigdo,
dependendo da solubilidade dos excipientes e veiculos homeopaticos, o que permite a utilizacio
de matérias-primas, tais como, sal marinho, o petrdleo e outros (ABECASSIS, 1980). As de
origem animal incluem-se as tinturas-mae preparadas com animais inteiros vivos, como Apis
mellifica, Formica rufa, ou dessecados, como Cantharis, Coccus cacti ou ainda, de venenos,
como Lachesis muta, Crotalus horridus, dentre outros. Os organoterapicos sdo preparados a partir
de d6rgaos frescos liofilizados de animais sadios, e os opoterdpicos, sdo preparados a partir de pd

de orgdos dessecados (ABECASSIS, 1980).
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Segundo Pozetti (1990), a patogenesia de uma dada substancia compreende o
conjunto de sintomas que essa substancia proporciona no individuo sadio, quando a ele ¢
ministrada em doses sub-tdxicas. Dessa forma, com a experiéncia no “Homem sadio” se
demonstra o principio dos Semelhantes, o principio fundamental da homeopatia.

Preparagdes realizadas a partir de produtos bioldgicos, denominados de
bioterapicos, compreendem as secre¢des, excre¢des, tecidos e oOrgios patoldgicos ou nao,
produtos de origem microbiana, bem como os alérgenos. Estes podem ser classificados em
bioterapicos de estoque, que sdo produtos cujo insumo ativo ¢ constituido por amostras
preparadas e fornecidas por laboratorios especializados, e o isoterapicos, que se dividem em
autoisoterapicos onde o insumo ativo ¢ obtido do proprio paciente como calculos, fezes, sangue,
secregdes, urina, e s a ele destinados, e heteroisoterapicos, onde os insumos ativos sio externos
ao paciente e que, de alguma forma, o sensibilizam como os alérgenos, poeira, polén, solventes, e
outros (FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011).

Apods Hahnemann, temos um hiato em relagdo as pesquisas cientificas usando-
se diluigdes infinitesimais (preparados homeopaticos) que comegou a ser preenchido por
trabalhos como os de Wurmser (1957) e Vischiniac (1965), que evidenciaram a atividade do

preparado homeopatico em experimentagdo animal.

2.3. Diferengas entre vacina e bioterapico homeopatico

A vacina, na homeopatia, ndo pode ter o mesmo conceito da alopatia, pois na

vacinagdo sdo inoculados agentes morbigenos, atenuados, previamente preparados com o

objetivo de proporcionar uma resposta imunoldgica contra esse antigeno, produzindo-se assim,
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anticorpos. Para Kossak (1984), vacina ndo é homeopatia, pois nada se tem a ver com a
sintomatologia global do individuo que a recebe, ¢ um método pasteuriano que emprega
substancias dissemelhantes, em doses reduzidas, porém, ponderaveis em organismos sadios. Ja a
homeopatia é um método hahnemaniano. Quando se elabora a patogenesia de um isopatico, esse
se torna potencialmente um medicamento homeopdtico para os casos de concordancia
sintomadtica, que emprega substincias semelhantes, em doses minimas ou infinitesimais, em
organismos doentes.

Hahnemann (1984) relatou que algumas moléstias, como variola e sarampo,
explicam que, quando inoculada no individuo, esse tera febre vacinica, provocando uma erupg¢ao
cutanea geral de outra natureza. No entanto, uma vez inoculada apds formagdo da erupcio
cutanea, cura-se permanentemente, de maneira homeopatica, pela semelhanca deste miasma
acessorio.

No caso dos bioterapicos, tem-se um produto quimicamente nao definido, que
serve de matéria-prima para preparagdes bioterapicas de uso homeopatico (DIAS, 2001).
Hahnemann ndo foi o primeiro médico homeopatico a tratar animais com o mesmo agente
etioldgico, causador da patologia, empregando, nesses casos, as secrecdes autdgenas. Desta
maneira, aplica-se a terapéutica pela isopatia (do grego Isos = igual). Méndez (1997) considera
os bioterapicos como um recurso terapéutico onde se busca incentivar a agdo bioldgica do
medicamento, por meio da energia que ele contém. Com isso, inibi-se a agcdo patogena do agente,
provocando ativacdo das defesas imunoldgicas.

Dada a importdncia que a leishmaniose possui no contexto nacional e
internacional, relacionando-se, principalmente, o aumento da incidéncia da manifestacio

parasitaria em diversos paises do mundo, bem como pelas dificuldades encontradas na
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terapéutica, o interesse pela pesquisa de novas substancias com atividade biologica sobre
Leishmania, vem sendo ampliado com o intuito de obter novos compostos, capazes de atuarem

contra o parasita, porém desprovidos dos graves efeitos colaterais.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Verificar a eficacia de bioterapicos preparados por diferentes métodos
farmacotécnicos, a partir do cultivo de formas promastigotas e isolamento de amastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis, obtidos de lesdo de animal infectado, sangue de animais infectados
e medicamentos homeopaticos (Mix homeopaticos), avaliados em ensaios biologicos in vivo.

2. Analisar, paralelamente, as possiveis alteragdes dos parametros
hematologicos dos animais submetidos ao tratamento, a fim de verificar a existéncia de

correlacdo dessas variaveis com a atividade bioldgica das diferentes preparacdes.
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4. MATERIAL E METODOS

Em continuidade as observagdes realizadas por Pontin (2002), novos bioterapicos
baseados em diferentes preparagdes farmacotécnicas foram confeccionados, a fim de avaliar suas
atividades in vivo sobre animais experimentalmente infectados com L.(V.) braziliensis, como

segue:

a) Preparagdes dos Bioterdpicos a serem utilizados

al) Bioterapico 1: as formas promastigotas de L.(V.) braziliensis, cultivadas no meio de LIT
“Liver Infusion Tryptose” modificado, foram inativadas por meio de ultra-som durante 4 horas.
Apds este periodo, 5 uL do meio foram colocados sobre a ldmina onde foi observado, por meio
de microscopia Optica, se as formas promastigotas estdo inativas e/ou lisadas. O volume obtido
por esse procedimento foi diluido em solugdo fisioldgica a 0,9%, também denominada “solugéo

mie” (FARMACOPEIA HOMEOATICA BRASILEIRA, 1997).

a2) Bioterapico2: foi obtido a partir de formas amastigotas provenientes de lesdes de
camundongos Mus musculus infectados com L. (V.)braziliensis, diluindo e dinamizando com
etanol a 70% o material até as poténcias desejadas, sendo na escala centesimal hanemaneano

(CH), a 30, 200, 500 e 1000CH, e na escala decimal hanemaneano a 30 DH.
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a3) Bioterapico 3: foi realizado o mesmo procedimento descrito para o Bioterapico 1,
diferenciando apenas no modo de inativacdo que foi por dilui¢do das formas promastigotas em
etanol 70%, as poténcias em analise foram na escala centesimal, 30, 200, 500 ¢ 1000CH e na

escala decimal, 30DH.

a4) Bioterapico 4 — foi obtido pelo mesmo procedimento do Bioterdpio 2, acrescentando sangue
de camundongo infectado com L.(V.) braziliensis, as poténcias em analise foram na escala

decimal, 12, 30 e 200 DH ¢ na escala centesimal, 3,30,100,e 200 CH.

aS) Bioterapico 5: foi obtido pelo mesmo procedimento do Bioterapico 2, acrescentando sangue
de camundongo e uma mistura de medicamentos homeopaticos para tratamento de pele
(Antimonium tartaricum 3DH, Thuya 5CH, kali bich 3 CH, Arsenicum 3DH) (CAIRO, 1979), as

poténcias em analise foram 6, 30 e 100CH.

a6) Tratamento 6 (mix.homeopatico)— foi obtido de medicamentos homeopaticos para tratamento
de pele. (Antimonium tartaricuam 3DH, Thuya 5CH, kali bich 3 CH, Arsenicum 3DH) (CAIRO,

1979), as poténcias foram as mesmas do Bioterdpicos 5.

OBS) Os Bioterapicos 2, 3 e 4 foram preparados na dilui¢do decimal (DH) e centesimal (CH)

para poder comparar as possiveis diferencas durante os tratamentos.
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Ao final do processo farmacotécnico, foi realizada avaliagdo da esterilidade do
medicamento em relacdo ao parasita, inoculando-se por via subcutdnea 100 uL do mesmo em
camundongos sadios.

Sabendo-se que o Bioterapico 1 estd descrito pela Farmacopeia Homeopatica
Brasileira de 1997, o segundo, terceiro, quarto ¢ o quinto Bioterdpicos serdo avaliados e
comparados metodologicamente como diferentes métodos de inativagdo. Logo apds a preparagio,
foram realizadas as confec¢des farmacotécnicas das devidas poténcias dos diferentes
Bioterapicos. As referidas escalas foram processadas de acordo com a Farmacopéia Homeopatica
Brasileira (2011).

Ponto de partida: para a Escala Centesimal (dilui¢do 1:100) o veiculo utilizado
até a 3CH foi a solugao fisioldgica 0.9%, seguindo o mesmo veiculo da solugdo mae, ja para a
escala Decimal (diluicdo 1:10) esse mesmo veiculo foi utilizado até a 6DH, as poténcias
intermediarias foram realizadas com etanol a 70% servindo como solugido estoque. De acordo
com a Farmacopéia, o veiculo para a poténcia desejada € o etanol 30%, porém neste experimento
foi realizado com solu¢do fisioldgica 0.9%, evitando assim problemas no tratamento, como a
morte precoce dos animais. O liquido a ser dinamizado devera ocupar 2/3 da capacidade do
frasco utilizado na preparag¢do, sendo succionado 100 vezes, pelo processo manual, onde a
sucussao foi executada por meio de um movimento continuo e ritmado, no sentido vertical, com
o antebraco, de modo que produza choque do fundo do frasco contra um anteparo semi-rigido. As

dinamizag¢des de 200, 500 e 1000 CH foram realizadas em fluxo continuo.
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b) Parasito
Foi utilizada cepa de L. (V.) braziliensis, isolada de um caso humano atendido
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, € que vem sendo mantida

no laboratorio, por meio de repiques em camundongos BALB/c e em meio de cultura axénico.

bl) Cultivo e obten¢do das formas promastigotas

Para o cultivo das formas promastigotas utilizou-se meio de cultivo axénico
Liver Infusion Tryptose (LIT) modificado de acordo com (SANTOS, 2003) ¢ o meio GRACE
(GIBCO - Invitrogen), suplementado com hemina 1%, soro bovino fetal 10% e 5000U/mL de
estreptomicina. As formas promastigotas foram coletadas durante o periodo de crescimento
exponencial do parasita. A incubag@o dos referidos meios foram realizados por um periodo de 7

dias, a temperatura de 22°C.

¢) Manuteng¢do do Parasito

Formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c por meio de
inoculagdes via subcutinea de 1,5 x 10’ parasitas na base da cauda.

As formas promastigotas foram mantidas em meio de cultura LIT modificado,
em estufa Incubadora para BOD Mod 347F, marca FANEM em temperatura média de 22°C, no

laboratério de Parasitologia.
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d) Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus, da linhagem BALB/c, machos,
recém desmamados, fornecidos pelo CEMIB — Centro Multidisciplinar para pesquisas Biologicas
da Faculdade Estadual de Campinas — UNICAMP, mantidos no Biotério do Departamento de

Parasitologia durante o decorrer dos experimentos.

e) Ensaios bioldgicos

Camundongos pesando aproximadamente 20 a 25 g, foram infectados
experimentalmente com 2 x 10* formas promastigotas, inoculadas subcutaneamente na base da
cauda dos animais. Apds o aparecimento do nodulo inicial da lesdo que normalmente ocorre em

torno de 30 a 40 dias, o tratamento iniciou-se de acordo com o seguinte protocolo:

GRUPO I: grupo controle negativo - 10 animais infectados e tratados com solucdo de

cloreto de s6dio 0,9%;

GRUPO 1II: grupo controle positivo — 10 animais infectados e tratados com

Glucantime® (Antimoniato de N-metil glucamina) na dosagem de 80mg/Kg de peso corporal.

GRUPO III: grupo tratado com o Bioterdpico 2 (forma amastigota inativada por alcool
70%) - 10 animais infectados e tratados nas poténcias 30, 200, 500 e 1000CH, no periodo de 15

dias para cada poténcia;



23

GRUPO 1V: grupo tratado com o Bioterdpico 2 (forma amastigota inativada por alcool

70%) - 10 animais infectados e tratados na poténcia 30DH;

GRUPO V: grupo tratado com o Bioterapico 3 (forma promastigota inativada por alcool
70%)- 10 animais infectados e tratados nas poténcias 30, 200, 500 e 1000CH, no periodo de 15

dias para cada poténcia;

GRUPO VI: grupo tratado com o Bioterapico 3 (forma promastigota inativada por

alcool 70%) - 10 animais infectados e tratados na poténcia 30DH;

GRUPO VII: grupo tratado com o Bioterdpico 1 (forma promastigota inativada por
ultra-som) - 10 animais infectados e tratados nas poténcias 30, 200, 500 e 1000CH, no periodo de

15 dias para cada poténcia;

GRUPO VIII: grupo tratado com Bioterapico 5 (mix homeop/sang/amast.) — 10 animais

infectados e tratados nas poténcias 6, 30 e I00CH , no periodo de 20 dias para cada poténcia;

GRUPO IX: grupo tratado com o Tratamento 6 (mix.homep.) — 10 animais infectados e

tratados nas poténcias 6, 30 e 100CH, no periodo de 20 dias para cada poténcia;

GRUPO X: grupo tratado com Bioterapico 4 (sang/amast.) - 10 animais infectados e

tratados nas poténcias 3, 30, 100 e 200CH no periodo de 15 dias para cada poténcia;
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GRUPO XI: grupo tratado com Bioterdpico 4 (sang/amast.) - 10 animais infectados e

tratados nas poténcias 12, 30 e 200DH , no periodo de 20 dias para cada poténcia;

GRUPO XII: grupo tratado com o Bioterapico 2 (forma amastigota inativada por alcool
70%) - 5 animais ndo infectados e tratados nas poténcias 30 200, 500 e 1000CH, no periodo de

15 dias para cada poténcia (prova hematoldgica);

GRUPO XIII: grupo tratado com o Bioterdpico 2 (forma amastigota inativada por

alcool 70%) - 5 animais ndo infectados e tratados na poténcia 30DH (prova hematologica);

GRUPO XIV: grupo tratado com o Bioterdpico 3 (forma promastigota inativada por
alcool 70%)- 5 animais ndo infectados e tratados nas poténcias 30, 200, 500 ¢ 1000CH, no

periodo de 15 dias para cada poténcia (prova hematologica);

GRUPO XV: grupo tratado com o Bioterapico 3 (forma promastigota inativada por

alcool 70%) — 5 animais ndo infectados e tratados na poténcia 30DH (prova hematoldgica);

GRUPO XVI: grupo tratado com o Bioterapico 1 (forma promastigota inativada por
ultra-som ) - 5 animais ndo infectados e tratados nas poténcias 30, 200, 500 e 1000CH, no

periodo de 15 dias para cada poténcia (prova hematologica);
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GRUPO XVII: grupo tratado com Bioterapico 5 (mix homeopatico/sangue/amastigota)
— 5 animais ndo infectados e tratados nas poténcias 6, 30 ¢ 100CH, no periodo de 20 dias para

cada poténcia (prova hematologica);

GRUPO XVIII: grupo tratado com o Tratamento 6 (mix homepatico) —5 animais ndo
infectados e tratados nas poténcias 6, 30 e 100CH, no periodo de 20 dias para cada poténcia

(prova hematoldgica);

GRUPO XIX: grupo tratado com Bioterapico 4 (sangue/amastigota) - 5 animais nao
infectados e tratados nas poténcias 3, 30, 100 e 200CH, no periodo de 15 dias para cada poténcia

(prova hematoldgica);

GRUPO XX: grupo tratado com Bioterapico 4 (sangue/amastigota) — 5 animais ndo
infectados e tratados nas poténcias 12, 30 e 200DH, no periodo de 20 dias para cada poténcia

(prova hematoldgica);

Os tratamentos foram administrados por via oral, durante um periodo de dois
meses sem intervalo, a excecdo do controle positivo que foi administrado conforme o padrio
terapéutico do medicamento. No inicio do tratamento todos os grupos foram tratados com os
bioterapicos na poténcia mais baixa de acordo com o protocolo adotado. Apos esse periodo de
tratamento, as poténcias foram alteradas para dinamiza¢des mais altas, previamente estabelecidas
para cada grupo de tratamento. Ressalta-se que esta alteracdo, quando adotada, foi em todos os

grupos, mudando-se apenas o tipo do bioterapico.
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Durante o periodo de tratamento, as extensdes das lesdes foram avaliadas
utilizando-se paquimetro digital. Essa avalia¢do foi utilizada como parametro clinico auxiliar de
cura.

Cinco animais de cada grupo foram mortos ao fim do tratamento, para
realizacdo das provas hematologicas, comparativamente. Os demais animais foram

acompanhados diariamente, a fim de verificar a evolucio clinica.

f) Hematologia

f1) Exame hematologico
Apds a morte do animal, foi coletado cerca de 1,0 mL de sangue em um tubo
plastico, contendo 0,05uL. de Heparina Sédica (1ml: 5.000U.I. - ORGANON TEKNIKA), para

realizacdo do exame hematoldgico, de acordo com MOURA et al. (2002):

f2) Microhematdcrito

A técnica utiliza tubos capilares de 3mm de didmetro heparinizados. O sangue ¢
coletado até % do seu volume total, selando-se uma das extremidades pelo aquecimento e
submetendo-o a uma centrifugacdo em alta rotacdo por 5 minutos, em centrifuga especial capaz
de exercer uma forga de 12.000g.

O volume ocupado pelos eritrocitos ¢ medido por meio de uma escala

padronizada, sendo o resultado expresso em porcentagem (%).
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f3) Contagem de Eritrécitos e Leucocitos em Camara de Neubauer
A contagem de eritrocitos e leucdcitos foi realizada utilizando-se pipeta de
Thoma para gldbulos vermelhos e brancos, respectivamente. Utilizou-se para dilui¢do de
eritrécitos a Solucdo de Gawer e para os leucdcitos a Solucdo de Turk (DACIE & LEWIS, 1984).
O resultado foi obtido por contagem em Camara de Neubauer do numero de
elementos em suas respectivas areas, multiplicado pela dilui¢do adotada e pelo fator de

conversdo. Os valores foram apresentados em numero de células/mm’.

f4) Contagem especifica de Leucdcitos
A contagem especifica de leucdcitos foi avaliada por meio de esfregacos

delgados sangiiineos, coradas pelo corante de Leishmann.

f5) Contagem de Plaquetas

A contagem de plaquetas foi realizada segundo o Método de Brecher &
Cromkite (1950), que utiliza como diluente a solug¢@o de oxalato de amonio a 1%. Trata-se de um
método direto, onde o diluente promove a lise dos eritrocitos e leucdcitos, deixando livre as

plaquetas, permitindo uma melhor visualizag@o e contagem em Camara de Neubauer.

g) Andlise estatistica

Para a realizagdo dos cdlculos estatisticos foi utilizado o programa grafico
GraphPad Prism, v.4.0, onde foram aplicados os métodos paramétricos para a comparagdo dos
resultados obtidos pelo tratamento dos animais infectados e verificagdo de possiveis alteracdes

hematoldgicas. Para os resultados referentes a variacdo do didmetro médio das lesdes com o
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decorrer dos dias de tratamento foi utilizado o método Two-Way ANOVA, com o pds teste de
Bonferroni, tendo-se como pardmetro o grupo de animais pertencentes ao controle negativo. Para
as avaliagdes decorrentes dos parametros hematoldgicos utilizou-se o método estatistico One-
Way ANOVA, com o pds teste de Dunnett, realizando-se a comparagdo entre todos os grupos
avaliados frente aos grupos controle positivo e negativo, pertinente aos parametros hematologicos

observados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentro da proposta inicial de comparagdo da variagdo de parametros
decorrentes do efeito antiparasitario dos medicamentos homeopaticos preparados, apresentamos a
seguir os resultados obtidos referentes a variacdo média das lesdes leishmanidticas em relagdo ao
tempo, assim como as varia¢des dos parametros hematologicos dos diferentes grupos estudados,

conforme segue:

a) Avaliag@o do didmetro médio das lesdes

Os resultados referentes as avaliacoes dos didmetros médios das lesdes
leishmanioticas, determinadas pela infec¢do experimental em camundongos experimentalmente
infectados com 2,0 x 10* formas promastigotas de L .(V.) braziliensis, obtidas de cultivo axénico
e tratados com diferentes bioterapicos evidenciaram variagdes que ocorreram de modo
significativo entre as diferentes preparagdes dos bioterdpicos, de acordo com a forma do parasito
utilizada na preparag@o, e com o material bioldgico coletado para a preparagdo do medicamento

homeopatico (Figura 1).
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Figura 1: Variagdo do didmetro médio das lesdes em camundongos Mus musculus, infectados

por L. (V.) braziliensis e submetidos ao tratamento por diferentes Bioterapicos homeopatico em

diversas poténcias, durante 60 dias, pela via de administragdo oral. Controle positivo: animais

tratados com glucantime; controle negativo: animais tratados com solucdo de cloreto de sodio

0,9%.
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Quando considerados os medicamentos homeopaticos preparados com formas
promastigotas, verifica-se que houve variac¢ao entre os diferentes grupos avaliados. Observando o
aspecto visual do desenvolvimento do diametro médio das lesdes, verificamos uma redugdo
média dos valores em relacdo ao controle negativo, com exce¢do do grupo tratado com o
Bioterapico preparado com formas promastigotas inativadas por meio de ultra-som (GRUPO
XVI) (Figura 2).

Quando os resultados foram tratados estatisticamente pelo método Two-Way
ANOVA, complementado pela analise comparativa de Bonferroni, observamos resultados que
demonstram redu¢do estatisticamente significante apenas para o grupo tratado com glucantime,
no 30°. (p<0,05) e 60°. dia (p<0,001) e para o grupo tratado com o Bioterapico preparado com
formas promastigotas DH inativadas pelo alcool, no 30°. dia de tratamento (p<0,01), sendo essa
significancia relativa ao aumento da lesdo (Figura 2).

Para o grupo tratado com o Bioterapico preparado com formas promastigotas
inativadas por ultra-som, observamos aumento significativo da lesdo tanto para o 30° dia

(p<0,001) como para o 60°. dia de tratamento (p<0,05).
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I promastigota/DH
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Figura 2: Variagdo do diametro médio das lesdes em camundongos Mus musculus, infectados
por L. (V.) braziliensis ¢ submetidos ao tratamento por Bioterapicos homeopaticos preparados a
partir de formas promastigotas inativadas por diferentes processos, durante 60 dias, pela via de
administracdo oral. Avaliacdo estatistica realizada pelo método Two-Way ANOVA,
complementado pela andlise comparativa de Bonferroni, onde: * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

Quando da utilizagdo dos Bioterapicos, manipulados a partir de formas
amastigotas provenientes da lesdo de animais infectados, observa-se um comportamento muito
diferenciado (Figura 3). Nesses casos houve variagdo significativa no desenvolvimento médio das
lesdes onde, depois de finalizadas as diferentes formas de tratamento, observou-se que o grupo
tratado com o Bioterapico na dinamizag¢do centesimal (CH) apresentou redug¢do média de 53,5%
em relacdo ao grupo controle negativo (p<0.001), enquanto o grupo tratado pelo bioterdpico
preparado na escala decimal (DH) apresentou melhores resultados, promovendo uma redugao

média de 73,5% (p<0,001), quando considerado o periodo final de tratamento, ou seja, o 60°. dia.
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Figura 3: Variacdo do didmetro médio das lesdes em camundongos Mus musculus, infectados
por L. (V.) braziliensis e submetidos ao tratamento por diferentes Bioterapicos homeopatico em
diferentes poténcias, durante 60 dias, pela via de administragdo oral, tendo por base a formas
amastigotas. Avaliacdo estatistica realizada pelo método Two-Way ANOVA, complementado

pela andlise comparativa de Bonferroni, onde: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

De forma semelhante ao ja explicitado para a Figura 2, os animais tratados com
os demais Bioterdpicos ndo apresentaram melhora significativa em relagdo aos controles
utilizados (Figura 4), pelo contrario, foi observado para todos os grupos um aumento

significativo do didmetro da les@o leishmanidtica ao nivel de p<0,001.
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Figura 4: Variagdo do diametro médio das lesdes em camundongos Mus musculus, infectados
por L. (V.) braziliensis e submetidos ao tratamento por diferentes Bioterapicos homeopatico em
diversas poténcias, durante 60 dias, pela via de administragdo oral, tendo por base o mix
homeopatico. Avaliagdo estatistica realizada pelo método Two-Way ANOVA, complementado

pela andlise comparativa de Bonferroni, onde: ** p<0,01; *** p<0,001.
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As fotografias dos aspectos gerais das lesdes dos animais pertencentes aos
grupos tratados com o Bioterapicos preparados a partir da lesio de um animal previamente
infectado, apds 30 dias de tratamento didrio, estdo representadas na Prancha 1. Quando
comparados aos grupos controles positivo e negativo observa-se diferencas significativas quanto
a evolugdo da lesdo, sendo que para o grupo tratado com o Bioterapico 2, na preparacio
centesimal, os resultados indicam uma menor evolucdo da infecc¢do, apresentando aspectos que
evidenciam uma diminui¢do da evolugdo da lesdo leishmaniotica (Prancha 1-fotolc). Para o
Bioterapico 2, preparado na dinamizagdo decimal, esses resultados de ndo evolugdo da lesdo
leishmonidtica e de processo de cicatrizagdo se apresentam muito mais caracteristico (Prancha 1-
fotold/e), ilustrando de maneira bastante satisfatoria os dados apresentados na Figura 3.

Quando da visualizagdo do aspecto geral da lesdo dos animais no 60°. dia de
tratamento (Prancha 2), observa-se a total ineficdcia do medicamento utilizado como controle
positivo (Glucantime), na dose empregada, tendo os animais apresentado aspectos de lesdo
semelhantes aqueles pertencentes ao grupo controle negativo.

Entretanto, para os animais tratados com o Bioterdpico 2 na dinamizagio
decimal, fica claro a efetividade do medicamento, uma vez que nao houve desenvolvimento
acentuado da lesdo leishmaniotica, como observado no grupo controle negativo, o que claramente
indica a eficacia do medicamento homeopatico para essa situacdo (Prancha 2-foto2d/e). Para
alguns casos tratados com esse tipo de medicamento, foi possivel a percepcdo do inicio do
processo de cicatrizacdo da lesdo tratada, mas sem a observagdo de cura parasitologica,

possivelmente pelo tempo e periodicidade empregado neste tratamento.
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PRANCHA 1 - 30 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 1. Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L.
(V.) braziliensis ap6s 30 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 1a-

Controle negativo, 1b- Controle positivo, 1c- Bioterapico 2 (amastigota/CH), 1d e

le- Bioterapico 2 (amastigota/DH).
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PRANCHA 2 - 60 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 2. Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 60 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 2a- Controle
negativo, 2b- Controle positivo, 2¢- Bioterdpico 2 (amastigota/CH), 2d e 2e- Bioterapico 2
(amastigota/DH).
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Para os demais Bioterdpicos avaliados, manipulados exclusivamente com as
formas promastigotas do parasito, observou-se no 30° dia de tratamento um comportamento
diferenciado em relacdo ao desenvolvimento da lesdo leishmanidtica. Comparados aos grupos
controle positivo e negativo, a lesdo apresentou-se, de uma maneira geral, com um
desenvolvimento menos agressivo e mais lento, pode-se observar a manutengio da caracteristica
de atividade biologica que indicava a possibilidade de ocorréncia de um possivel efeito
terapéutico (Prancha 3), principalmente para o Bioterapico 3, tanto na dinamizagdo centesimal

(Prancha 3-foto3c) e decimal (Prancha 3-foto 3d/e).
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PRANCHA 3 — 30 DIAS DE TRATAMENTO
‘”‘
_

Prancha 3. Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)

braziliensis apds 30 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 3a- Controle
negativo, 3b- Controle positivo, 3c- Bioterapico 3 (promast.alc.70/CH), 3d e 3e-
Bioterapico 3 (promast.alc.70/DH), 3f- Bioterdpico 1 (promast. ultr.).
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PRANCHA 4 - 60 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 4. Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 60 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 4a- Controle
negativo, 4b- Controle positivo, 4c- Bioterapico 3 4a- Controle negativo, 4b- Controle positivo,
4c- Bioterdpico 3 promast.alc.70/CH), 4d e 4e- Bioterapico 3 (promast.alc.70/DH), 4f-

Bioterapico 1 (promast. ultr.).
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Para os demais grupos avaliados, nenhuma situagdo que observdssemos
involug@o do quadro patogénico ou situagdo em que indicasse qualquer tipo de efeito terapéutico
foi observada.

Nas Pranchas 5 a 8 apresenta-se os aspectos gerais das lesoes leishmanioticas

dos demais grupos experimentais, cujos efeitos terapéuticos também nao foram significativos.
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PRANCHA 5 - 30 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 5. Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 30 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 5a- Controle

negativo, 5b- Controle positivo, 5S¢ e 5d- Bioterapico 5 (homeop/amast./sang), Se e 5f- tratamento

6 (comp. Homeop).
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PRANCHA 6 — 60 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 6: Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 60 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 6a- Controle
negativo, 6b- Controle positivo, 6¢ e 6d- Bioterapico 5 (homeop/amast./sang), 6¢ e 6f- tratamento

6 (comp. Homeop).
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PRANCHA 7 - 30 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 7: Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 30 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 7a- Controle
negativo, 7b- Controle positivo, 7c ¢ 7d- Bioterdpico 4 (amast./sang./CH), 7e- Bioterapico 4
(amast./sang./DH).
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PRANCHA 8 - 60 DIAS DE TRATAMENTO

Prancha 8: Aspecto das lesdes de camundongos Mus musculus infectados por L. (V.)
braziliensis apds 60 dias de tratamento, de acordo com os grupos definidos. 8a- Controle
negativo, 8b- Controle positivo, 8c- Bioterdpico 4 (amast./sang./CH), 8d e 8e- Bioterapico 4
(amast./sang./DH).
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No trabalho realizado por Pontin, 2003 foram avaliadas as lesdes determinadas
por L. (V.) braziliensis, tratadas com Bioterdpico obtido de formas infectantes (promastigotas)
em diversas poténcias inativadas por ultra-som.

Pelos resultados apresentados podemos supor que a ineficiéncia terapéutica
ocorreu, provavelmente, pelo processo de inativacido adotado, assim como pela preparagdo do
Bioterdpico. Acreditamos assim que nesses processos de inativagdo a membrana celular das
formas promastigotas foram rompidas, determinando altera¢des das propriedades bioquimicas e
celulares do parasita (LEHNINGER et al., 1995), importantes para as interagdes especificas com
o hospedeiro.

Assim, acreditamos que essas modificagdes seriam suficientes para que o
bioterapico desenvolvido, ndo agisse, como deveria. Além disto, a forma utilizada para a
obtencdo do Bioterapico foi a forma promastigota, forma nio encontrada no hospedeiro humano,
onde sdo apenas encontradas as formas amastigotas.

Diante disso, o processo de inativagcdo e as formas utilizadas para o preparo
deste Bioterdpico provavelmente anularam o principio fundamental da Homeopatia, a Lei dos
Semelhantes, onde semelhante cura semelhante.

No presente trabalho, o método de inativagido dos bioterapicos foi realizado de
acordo com Ribeiro, et al (1989) e Nasi et al, (1994), apenas pelas sucessivas diluicdes em alcool
70%, até as poténcias anteriores aos tratamentos. Este método proporcionou a inativagdo, sem
alterar a integridade das estruturas presentes nas formas do parasito utilizado. Para a realizacio
das poténcias em andlise, foi utilizada solucdo fisiologica a 0,9%, baseado nos trabalhos de

Martini et al., 1993.
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Dessa forma, o grupo tratado com o Bioterdpico 2 (amastigota) na poténcia
30DH, apresentou resultados mais satisfatorios, pois a forma amastigota utilizada no bioterapico
¢ a encontrada no hospedeiro submetido ao tratamento. Portanto, de acordo com a terap&utica
homeopdtica, quanto mais proximo da semelhanca, melhor serd a eficicia do tratamento. No
entanto, a cura parasitoldgica ndo foi alcangada, pois a reconstitui¢do completa do tecido ndo foi
estabelecida, provavelmente pelo esquema terapéutico escolhido e adotado.

O mesmo ocorreu com Ribeiro et al., (1989), que avaliaram os efeitos dos
fatores humorais de camundongos tratados com Bioterapico Trypanosominum TC D 30, em
testes de lise de T. cruzi realizados in vitro. Nesse experimento foram utilizados soros de
camundongos tratados com o bioterdpico, onde a lise correspondeu a aproximadamente 50% em
presenga do soro imune, enquanto que os tripomastigotas incubados com soro humano inativo
ndo foram lisados.

De forma semelhante também, Lopes et al., 1994, realizaram um estudo
histopatologico do figado e coragdo de camundongos infectados com 7. cruzi, avaliando a
eficacia do Bioterapico Trypanossominum TC D30, os autores observaram também uma melhor
eficacia do Bioterdpico Trypanosominum TC na poténcia 30DH, ressaltando-se que ndo houve a
cura parasitoldgica completa, sendo que na fase cronica da doenca foram encontrado pequenos
ninhos de amastigotas nos tecidos em andlise, embora em numeros bastante inferiores quando
comparados com o grupo controle.

E importante mencionar que no presente trabalho as lesdes de alguns animais
permaneceram com a presenga de uma casca escura, caracteristica da fase exsudativa da
cicatriza¢do. Porém decorridos 30 dias apds o término do tratamento, as lesdes foram reativadas

levando os animais a morte.
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Em homeopatia, pouco se retrata em relacdo a pesquisa de medicamentos
antiparasitarios, especialmente em relagdo a leishmaniose.

Em relagdo a outros tripanosomatideos, existem trabalhos experimentais e
clinicos, demonstrando a utilizacdo desse tipo de medicamento no tratamento da doenga de
Chagas experimental e clinica, sendo o mesmo preparado a partir de formas de cultivo de T.
cruzi.

Em ensaios clinicos, utilizando-se o bioterapico Trypanosominum TC D 30 em
um grupo de pacientes portadores da doengca de Chagas na forma cronica sintomatica, foi
observado melhora do quadro sintomatolégico da doenga, com maior evidéncia de formas iniciais
¢ intermediarias dessa fase da infec¢do. Em relagdo a fase cronica tardia, ndo se obteve resultados
positivos (GERALDINO, 1986).

Avaliacdo de camundongos infectados com as cepas Y e Bolivia de T. cruzi, e
tratados com o Bioterdpico Trypanosominum TC D 30, nifurtimox e benzonidazol, foi realizado
por Ribeiro et al., 1987. Os resultados obtidos em relagdo a cepa Y foram de 60% de cura dos
animais tratados com o bioterdpico, contra 35% do nifurtimox e 57% do benzonidazol. Os
autores observaram ainda que o nifurtimox ndo apresentou resultados satisfatdrios, em relagdo a
cepa Bolivia, enquanto que o benzonidazol apresentou 18% de indice de cura, contra 52% do
medicamento bioterdpico, além de ndo ter sido observado efeito toxico nos camundongos
tratados com o Trypanosominum TC D 30.

A avaliagdo dos fatores humorais de camundongos tratados com Bioterapico
Trypanosominum TC D 30, em testes de lise de T. cruzi realizados in vitro, foi realizada por

Ribeiro et al. (1989). Neste experimento foram utilizados soros de camundongos tratados com o
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Bioterdpico, onde a lise correspondeu a aproximadamente 50% em presen¢a do soro imune,
enquanto que os tripomastigotas incubados com soro humano inativo nao foram lisados.

Martini et al. (1993) verificaram as alteragdes em protozodrios do género
Giardia e da mucosa duodenal de camundongos portadores desse parasito, apds tratamento com
Flagil, medicamento conhecido comercialmente, e com o Bioterdpico Giardinum. Os autores
observaram alteragcdes morfoldgicas dos cistos do protozoario no grupo tratado com Bioterapico
Giardinum 200CH n2o sendo possivel verificar alteragdes do duodeno, pois esses animais nao
resistiram até o final da medicagdo devido a preparagdo do Bioterdpico ter sido efetuada e
administrada a base de alcool.

Pontin, em 2003, avaliou experimentalmente as lesdes de camundongos
determinadas por L. (V.) braziliensis ¢ tratados com Bioterapico, obtidos de formas promastigota,
provenientes de cultivo, em diversas poténcias. No entanto, os resultados ndo foram muito
satisfatorios devido ao processo de inativagdo realizada, (lise por ultra-som de formas
promastigotas) e a obten¢do do bioterapico.

Alguns pesquisadores acreditam que os processos de inativagao pelo ultra-som,
utilizado por Pontin (2003), e pelo choque térmico, descrito na FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA (1997), possam interferir nas caracteristicas energéticas do
Bioterapico, promovendo uma diminui¢do da sua eficdcia. Dessa forma, acreditamos que, a
inativagdo pelo alcool 70% ou pela agua deionizada, proporcionaram melhores resultados em
relagio a metodologia descrita pela FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA (1997),

visto que elas pouco alteram as caracteristicas bioldgicas do parasito.
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b) Avaliacdo hematoldgica

b1) Eritrécitos

Poucos sdo os relatos referentes as alteragdes do perfil eritropoiético na
vigéncia de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Algumas altera¢des mais significativas
somente sdo observadas quando da submissdo de individuos parasitados a agentes
quimioterapicos (SANTOS, et al., 1995).

Situagdo semelhante foi observada no presente experimento. Em termos de
variagdo numérica, os animais infectados e aqueles nao infectados e tratados com o Bioterapico 2
(forma amastigota inativado por alcool 70%), na poténcia 30DH apresentaram, numericamente
maior quantidade de eritrdcitos (Figura 5), porém sem diferengas estatisticamente significativas,
quando realizada a comparagdo com o grupo controle negativo infectado. J4 o grupo controle
positivo apresentou menor nimero de eritrécitos (p<0,05), situagdo semelhante aquela encontrada
por Santos et al. (1995), os autores demonstram a reducido do nimero de eritrécitos mediante a
administracdo de itraconazol, como medicamento alternativo para o tratamento da LTA.

Porém, o tratamento com os outros bioterapicos utilizados ndo proporcionaram
qualquer nivel de alteragdes estatisticamente significativas em relagdo a esse parametro (p>0,05).

Na infec¢do por T.cruzi, sabe-se que existe uma queda do numero de eritrdcitos
durante a fase aguda da infec¢do determinada por diferentes estimulos (Mallvezi et al, 2004).

Apesar de ndo apresentar diferencas estatisticamente significativas, pelos dados
obtidos no presente trabalho observamos uma possivel a¢do do Bioterapico 2 em estimular a

eritropoiese.
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Figura 5: Contagem de eritrécitos de Mus musculus machos infectados com L. (V.) braziliensis
e tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-Way Anova

com avaliagdo complementar de Dunnett (* p<0,05).

No sentido de avaliarmos a possibilidade do Bioterapico 2 apresentar essa
propriedade de estimulo da produgdo eritrocitica, apresentamos na Figura 6 os resultados da

avaliag@o entre os grupos sem infec¢do e tratados com os Bioterapicos propostos.
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Figura 6: Contagem de eritrocitos de Mus musculus machos sem infec¢do e tratados com os
diversos Bioterapicos propostos. Avaliacdo estatistica pelo método One-Way Anova com

avaliagdo complementar de Dunnett.

Pela avaliagdo realizada observamos um comportamento semelhante ao
acontecido aos grupos infectados por L. (V.) braziliensis, revelando apenas uma elevacido dos
valores para o grupo tratado com o Bioterdpico 2 na escala DH, sem no entanto, determinar

alteragdes estatisticamente significativas.

b2) Leucdcitos

Quando avaliamos o comportamento dos diferentes grupos em relagdo ao
numero de leucdcitos, observamos que os animais infectados e tratados com o Bioterdpico 2
(forma amastigota) na poténcia 30DH apresentou discreta leucocitose (Figura 7). O grupo
infectado e tratado com o Bioterdpico 1 (forma promastigota inativado por ultra-som) apresentou

valores inferiores de leucécitos. Apesar da visualizagdo grafica desses resultados, nenhum grupo
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apresentou alteracdo estatisticamente significante em relagdo aos resultados obtidos para o grupo

controle negativo, infectado com L. ('V.) braziliensis.
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Figura 7: Contagem de leucécitos de Mus musculus machos infectados com L. (V.) braziliensis
e tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-Way Anova

com avaliagdo complementar de Dunnett.

Quando confrontados os dados obtidos dos grupos sem infec¢do e tratados,
observamos que os grupos preparados com Bioterapicos provenientes exclusivamente de formas
do parasito, observamos que o estimulo do sistema imune ¢ altamente significativo,
independentemente da forma de obten¢do (Figura 8).

Para esses grupos observamos uma leucocitose significativa (p<0,01), o que
sugere um efeito imunoestimulatério. Dessa forma pode-se aventar a possibilidade que os
animais tratados como o Bioterdpico 2 com ou sem infec¢do exerceu uma acio
imunoestimulatoria mais eficaz em relacdo aos outros utilizados, promovendo uma leucocitose
estatisticamente significante que favorece uma melhor resposta celular (Thl) promovendo uma
melhor evolugdo clinica de cura da lesdo leishmanidtica, uma vez que essa resposta é de

significativa importancia para o controle de interleucina 10 (IL-10), a qual regula diretamente a
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inibi¢do da funcdo de macréfagos e células dendriticas, principalmente na produgdo de citocinas

pré-inflamatorias por essas células (MOORE et al., 2001).
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Figura 8: Contagem de leucdcitos para os grupos experimentais constituidos de Mus musculus
machos sem infec¢do e tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo

método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett (** p<0,01).

b3) Hematdcrito

Os animais infectados tratados com o Bioterapico 2 (forma amastigota) na
poténcia 30DH apresentaram hematodcritos maiores quando comparados com os demais grupos,
porém nao foi observado valores estatisticamente significativos (Figura 9). Os animais do grupo
controle positivo apresentaram menores valores de hematdcrito, sendo significativo (p<0,01)
quando comparados ao controle negativo infectado, resultado esperado, tendo em vista os

resultados obtidos para a contagem do numero de eritrécitos (Figura 5). Os nossos dados sdo
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coerentes desde que a avaliacdo do hematocrito aproxima-se das variagdes normais referentes ao
nimero de eritrocitos, com algumas exceg¢des como em criancas ¢ algumas espécies
experimentais e certos aspectos patoldgicos como por exemplo microcitose eritrocitica.
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Figura 9: Hematdcrito dos grupos experimentais em Mus musculus machos infectados com L.
(V.) braziliensis e tratados com os Bioterapicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método

One-Way Anova com avaliacdo complementar de Dunnett (** p<0,01).
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Figura 10: Hematdcrito para os grupos experimentais constituidos de Mus musculus machos
sem infec¢do e tratados com os Bioterapicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-

Way Anova com avaliacdo complementar de Dunnett (* p<0,05).

b4) Hemoglobina

Os animais infectados e tratados com o Bioterapico 2 (forma amastigota) na poténcia
30DH, e os animais sem infeccdo tratados com o Bioterdpico 2 na escala DH, apresentaram
maiores niveis de hemoglobina, sendo que apenas o grupo tratado com o Bioterapico 2
(amastigota DH) apresentou valores estatisticamente significativos (p<0,01), quando comparado
ao grupo controle negativo, infectado com L. ('V.) braziliensis (Figura 11).

Situagdo semelhante foi observada quando comparados os grupos sem infecg¢éo por L.
(V.) braziliensis e tratados com o Bioterapico 2. Os valores comparativos em relagdo ao grupo

controle demonstram um aumento da concentracdo de hemoglobina ao nivel de p<0.05 (Figura

12).



57

Um possivel mecanismo de agdo do Bioterdpico 2 poderia se ocorrer mediante a
estimulagdo da eritropoetina, um hormonio produzido pelas células renais, que por sua vez induz

a producdo de maior nimero de hemadcias conseqiientemente aumentando a concentragdo de

hemoglobina.
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Figura 11: Concentracdo de Hemoglobina, em g/dL, dos grupos experimentais em Mus
musculus machos infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com os Bioterapicos propostos.

Avaliacdo estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett (**
p<0,01).
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Figura 12: Concentragdo de Hemoglobina, em g/dL, dos grupos experimentais constituidos de
Mus musculus machos sem infec¢do e tratados com os diversos Bioterapicos propostos.

Avaliacdo estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett
(*p<0,05; ** p<0,01).

b5) Macréfagos

Os animais infectados e tratados com o Bioterapico 2 ¢ 3 (forma amastigota) e (forma
promastigota — alc. 70%), respectivamente, na poténcia 30DH e os animais ndo infectados e
tratados com os Bioterdpicos 2 (forma amastigota) e 3 (forma promastigota - alc. 70%) na
diluicao decimal (DH) apresentaram um acréscimo no nimero de macrofagos, fato esse visivel na
(Figura 13). Entretanto, a alterag@o estatisticamente significativa se apresenta somente para a
comparagdo ocorrida entre o grupo controle negativo, infectado por L. (V.) braziliensis, e o grupo

tratado pelo Bioterapico 2 (amastigota DH - p<0,05). Apesar de ndo termos avaliado nenhum
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parametro imunoldgico, uma contagem mais elevada de macrofagos peritoneais revela uma
possivel estimulagdo da resposta imune.
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Figura 13: Numero de macréfagos/mm’ dos grupos experimentais em Mus musculus machos
infectados com L. (V.) braziliensis ¢ tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliacido

estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett (* p<0,05).

Comparando os diferentes grupos tratados com o grupo controle, todos sem
infec¢do, observamos uma situagido que reflete acentuadamente a a¢do dos diversos bioterapicos
preparados sobre o hospedeiro vertebrado. Todos os bioterapicos determinaram nos animais um
aumento significativo do nimero de macréfagos, demonstrando capacidade em estimular os
processos de defesa desse organismo (Figura 14) (p<0,01).

Especial atengdo deve ser dada ao Bioterapico 2 que foi o grupo que promoveu
maior estimulo, tanto para o grupo infectado com L. (V.) braziliensis, quanto para o grupo sem
infec¢do, representando assim um potencial agente terapéutico para o combate da leishmaniose
determinada por essa espécie € que merece estudos complementares para melhor avaliagdo dos

efeitos desse Bioterapico sobre o sistema imune do hospedeiro.
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Figura 14: Numero de macréfagos/mm’ dos grupos experimentais em Mus musculus machos
sem infec¢do e tratados com os Bioterapicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-

Way Anova com avaliacdo complementar de Dunnett (* p<0,05; ** p<0,01).

Os macrdfagos tém a fungdo de processar e apresentar os antigenos parasitarios ao
linfécito T CD8+ que determinarfo uma resposta celular (Thl), ou humoral (Th2), culminando
com a regressao ou progressao da doenga, dependendo das quimiocinas que dirigem a integracio
leucocitaria no organismo hospedeiro (WILSON,1988 e REED, 1993).

Na leishmaniose, tanto a resposta Th1 quanto Th2 estdo envolvidas no controle da
infeccdo. Neste processo de defesa os macréfagos, associados as células dendridicas sdo
responsaveis pela produgdo de interleucina 12 (IL-12) e interferon y (INF- y), os quais sdo
responsaveis pelo desencadeamento da resposta Th1 (GARRA & VIEIRA, 2007).

Dessa forma, sdo aumentados principalmente os niveis de IL-12 e INF-y, citocinas

pelas quais o mecanismo celular de controle da infecgdo é estabelecido (MOORE et al., 2001).
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b6) Plaquetas

Os dados experimentais obtidos da contagem diferencial de plaquetas nao
demonstraram qualquer variagdo estatisticamente significativa, quando realizada a comparacio
entre os grupos infectados tratados com o respectivo controle (Figura 15) e entre os grupos
tratados ndo infectados com o controle sem infecc¢do (Figura 16).

Mesmo assim, quando observamos os aspectos relacionados a variacdo média de
plaquetas, verificamos que os animais com infec¢do e tratados com os Bioterdpicos apresentaram,
de um modo geral, uma discreta plaquetopenia, quando comparados aos grupos de animais nao
infectados e tratados com diferentes Bioterapicos juntamente com o controle, excetuando-se o
grupo de animais sem infec¢do tratados com o Bioterdpico 2, preparado na dinamizagdo de
30CH, o qual apresentou plaquetopenia significante, frente ao seu respectivo controle (p<0,01).

E de conhecimento que camundongos inoculados com diferentes cepas de T. cruzi
apresentam uma intensa trombocitopenia (Cardoso & Brener, 1980) e neutropenia seguidos por
neutrofilia e eosinofilia (REPKA et al., 1985). Altera¢des hematologicas similares também tem
sido descritas na tripanosomiase africana (IKEDE et al., 1977) sendo uma caracteristica comum
na infec¢do pelo virus da AIDS (CLASTER, 2002) e malaria (WEATHERALL et al., 2002 e
PAUL & BREY., 2003).

Dessa forma aventamos a possibilidade de que a plaquetopenia que se faz presente
durante a fase aguda da leishmaniose experimental venha contribuir para uma melhor modulacao

da resposta imune, consequentemente reduzindo o processo de replicagdo parasitaria.
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Figura 15: Numero de plaquetas/mm’ dos grupos experimentais em Mus musculus machos
infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliacio

estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett.
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Figura 16: Numero de plaquetas/mm® em Mus musculus machos sem infecgdo e tratados com
os Bioterapicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagio

complementar de Dunnett (** p<0,01).

b7) Neutrdfilos

O perfil de neutrofilia ¢ uma situacdo que ocorre com freqiiéncia nos casos de
leishmaniose, principalmente no que diz respeito a LTA, sendo uma das principais células
efetoras do efeito antiparasitario primdrio na resposta imune inata (LASKAY et al., 2008).

Todos os grupos infectados e tratados com os diversos tipos de Bioterapicos
juntamente com os controles negativo e positivo, apresentaram neutrofilia estatisticamente
significante, quando comparados aos grupos ndo infectados e tratados com os Bioterapicos

(Figura 17).
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Figura 17: Quantificacdo de neutréfilos segmentados em Mus musculus machos infectados e
ndo infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliagido
estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett (* p<0,05; **

p<0,01; ***p<0,001).

Vale salientar que as comparagdes realizadas entre os grupos testados com
caracteristicas similares, ou seja, entre os grupos com infec¢do e entre os grupos sem infecgdo,
ndo demonstraram qualquer variagcdo estatisticamente significante, demonstrando que essa
caracteristica de inducdo da neutrofilia se deve exclusivamente a infec¢do leishmanidtica,
resultado esse que indica que os Bioterapicos aqui avaliados ndo induzem o aumento do perfil
desse polimorfonuclear.

Quando comparamos o papel dos neutréfilos aos macrofagos, no desenvolvimento do
parasitismo, ¢ verificado que a funcdo dos neutréfilos ¢ menos esclarecida em leishmaniose

(BELKAID et al., 2000).
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Chen et al. (2005) demonstraram a importancia dessas células no desenvolvimento da
resposta imune protetora, avaliando em animais knock-out que a deplecio de neutrdfilos no inicio
da infeccdo aumenta os niveis de IL-4 e, conseqlientemente, exacerbam o quadro clinico da
leishmaniose, com o aumento parasitario, caracterizado principalmente com aumento do didmetro

e desenvolvimento da les3o.

b8) Mondcitos

A avaliagdo do nimero de mondcitos revelou comportamento similar ao apresentado
e discutido anteriormente para os neutréfilos, revelando uma monocitose significante nos grupos
infectados em relagdo aos grupos ndo infectados e tratados com Bioterapicos (Figura 18).

Um aumento do numero de mondcitos desencadeia uma resposta imune mais efetiva
ja que essas células tém por funcdo fagocitar patdgenos invasores e apresentd-los as células
imunes competentes. Além disso, possui um importante papel, ao lado dos neutréfilos e dos
mastocitos, na segunda fase do desenvolvimento da resposta imunoldgica em leishmaniose,

durante o processo de migragdo e ativacdo celular no inicio do processo de formagdo da lesdo

(VON STEBUT, 2007).
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Figura 18: Quantificagdo de monocitos em Mus musculus machos infectados e ndo infectados

com L. (V.) braziliensis e tratados com os Bioterapicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo

método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett (***p<0,001).

b9) Linfbcitos

Observa-se na Figura 19, a ocorréncia de uma linfopenia significativa em todos os

grupos infectados, quando comparados com o controle sem infecgao.

Na comparag¢do dos dados entre os grupos semelhantes, ou seja, entre o grupo

infectado por L (V.) braziliensis ¢ entre o grupo ndo infectado, observamos que para a primeira

situagdo houve apenas um confronto estatisticamente significativo, entre o grupo controle

negativo e aquele tratado com o Bioterapico produzido a partir de formas promastigotas

inativadas com alcool na dinamiza¢ao de 30CH (p<0,01).
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Figura 19: Avaliacdo comparativa de linfocitos em Mus musculus entre machos infectados com

L. (V.) braziliensis e tratados com os Bioterapicos propostos ¢ o grupo controle ndo infectados.

Avaliacdo estatistica pelo método One-Way Anova com avaliagdo complementar de Dunnett

(¥*%p<0,001).

Comparando-se os dados obtidos para os animais do grupo tratado sem infec¢do, com

o grupo controle com as mesmas caracteristicas, observamos que alguns dos Bioterdpicos

determinam a linfopenia nos animais experimentais utilizados.
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Figura 20: Avalia¢do entre nimero de linfécito em Mus musculus machos sem infeccdo e
tratados com os Bioterdpicos propostos. Avaliagdo estatistica pelo método One-Way Anova com

avaliagdo complementar de Dunnett (* p<0,05;** p<0,01).

A observagdo dos esfregacos sanguineos corados com Leishmann demonstrou que a
infeccdo apresenta um perfil linfomonocitario caracteristico, 0 mesmo acontecendo em outras
parasitoses como a tripanosomiase (CARDOSO E BRENER, 1980). Apesar do aumento de
neutrdfilos, o perfil geral do hemograma se mantém caracteristico da espécie de roedor utilizado,
onde encontramos um perfil linfomonocitario tipico.

No tocante a série eritrocitica, notamos que os animais infectados e tratados
apresentaram uma ligeira queda dos valores de hemoglobina e eritrdcitos sendo esta mais
acentuada para o grupo submetido ao tratamento com Glucantine, o que nos leva a crer que esse
medicamento de alguma forma, estd interferindo na producdo de eritrocitos por varios e
desconhecidos motivos, como a influencia negativa na produgdo de células blasticas da medula

6ssea, lisando ou levando a apoptose as hemadcias e seus precursores, ou ainda agindo sobre a
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eritropoietina, ocasionando uma discreta anemia. De uma forma geral, todos os grupos infectados
apresentaram uma tendéncia de diminui¢ao dos valores eritrocitrios.

Quanto ao nimero de macrdéfagos peritoneais, verificou-se um aumento significativo
principalmente nos grupos de animais com e sem infecc¢do e tratados com os Bioterapicos 2 e 3
na escala DH, entretanto esses Bioterdpicos, apresentaram uma estimulagdo do sistema
imunoldgico o que pode ser evidenciado por um aumento do nimero de macrofagos.

Silva et al. (1993), trabalhando com a resposta imune celular em camundongos
portadores de tumor ascitico de Erhlich, verificaram que o tratamento com o Bioterapico
homeopdtico proporcionou aumento das células linfoides na cavidade peritoneal dos animais. Ja
Nasi et al. (1994), trabalhando com a ativagdo de macrdfagos, em camundongos infectados com
T. cruzi e submetidos a tratamento com Bioterapico, verificaram redu¢do da parasitemia. Dessa
forma, pode-se concluir que a acdo imunoestimuladora dos Bioterdpicos se faz presente, porém,

insuficiente para garantir ou promover uma regressao total das lesdes, ocasionadas pelo parasita.
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6. CONCLUSOES

1. O grupo de animais tratado com o Bioterapico 2 (obtido a partir de formas
amastigotas) provenientes de lesdes de camundongos infectados com o protozoario L.
(V.) braziliensis, na escala decimal, apresentou uma reducio significativa da lesdo, em
comparagdo aos outros grupos de tratamentos.

2. Houve um aumento significativo do numero de macrofagos para os animais tratados
pelos Bioterapicos 2 e 3, na escala decimal, evidenciando uma possivel estimulagdo
do sistema imunoldgicos pelos Bioterdpicos.

3. Os diversos Bioterapicos analisados acarretaram um efeito estimulador da resposta
imunoldgica evidenciado pelo aumento de neutrdfilo, mondcitos e do numero de
plaquetas submetidos aos respectivos tratamentos.

4. Os Bioterapicos elaborados a partir das formas amastigotas acarretaram redugio
significativa das lesdes, comparativamente aqueles produzidos com formas
promastigotas.

5. O Bioterapico na escala decimal promoveu uma reducdo média do tamanho das lesdes
de 73,5% (p<0,001) enquanto na escala centesimal, a reduc¢do foi de 53,5% (p<0,001)

quando comparados ao grupo controle negativo.
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