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Resumo

A Leishmaniose é uma doenca antiga, negligenciada e reicidivante que merece uma solugdo nova.
Distribui-se entre os tropicos e os subtropicos, apresenta-se nas formas visceral, muco-cutdna e cutanea;
ocorre em pessoas e especialmente em cées. A interacdo hospedeiro-parasito € afetada pelo sexo devido a
influéncia hormonal na imunidade. O agente etiologico utilizado neste estudo é o protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi, conhecido também por Leishmania infantum, cepa MHON/BR/1972/BH400
originéria da forma visceral canina na concentragéo de 1 x 10° promastigotas. O hamster € um dos modelos
cléssicos e foi utilizado neste estudo porgue é susceptivel a doenca, apresenta sinais clinicos, histologicos e
parasitolégicos com alta letalidade. Os tratamentos estabelecidos para humanos apresentam resisténcia,
efeitos colaterais, sdo toxicos aos rins e figado, mas se ndo for tratada é fatal. A Terapéutica FAQO (Fatores de
Auto-organizacao) € uma modalidade da Homeopatia concebida como pesquisa-acdo e trata diversas
patologias clinicas para humanos e animais. As medicagdes ultra diluidas que compde a série sao:
Antimonium crudum (sulfeto de antiménio); Kali carbonicum (carbonato de potassio); Mercurius solubilis
(nitrato de mercrio); Sulphur (enxofre); Natrum muriaticum (cloreto de sdio); Aurum metallicum (ouro);
Ammonium muriaticum (cloreto de amdnia). As poténcias 5 (cinco) e 3 (trés); e 12 (doze) e 3 (trés) da escala
cinquenta milesimal, popularmente conhecida como LM, foram utilizadas nesta ordem e administradas em
2 (duas) séries penta, realizadas aos 17 (dezessete) e 20 (vinte) dias apds a inoculagdo do agente. Os sinais
clinicos avaliados foram sobrevida, evolucdo da massa corporal, consumo de ragdo, alopecia, diminuicdo
das atividades, desidratacdo, caquexia e ascite. Os sinais da carga parasitaria para o baco e figado foram
imunoistoquimica para amastigotas de Leishmania, indice de LDU de bago e de figado, indice esplénico e
hepético. Os sinais das alteragdes macroscopicas e microscopicas avaliados por andlise semi-quantitativa ou
qualitativa para a histopatologia do baco foram: parasitismo tecidual, presenca de granulomas esplénicos,
hiperplasia dos macréfagos da polpa vermelha, e presenca de deplecéo da polpa branca; e para o figado
foram: parasitismo tecidual, presenca de granulomas intralobulares, inflamagdo portal, hiperplasia das
células de Kupffer, amiloidose, hiperemia (congestao). As comparagdes foram realizadas entre 0s grupos
experimental e controle positivo do mesmo sexo e foram considerados significantes valores de p < 0,05.
Foram utilizados os testes de Lilliefors para normalidade, teste t, Mann-Whitney, andlise da variancia de
duas vias, Log-Rank test e teste exato de Fisher. Este estudo teve aprovagdo prévia do comité de ética em
experimentacéo animal da UFMG (CONCEA) de registro 210/2007. O sucesso da infeccdo no modelo foi
confirmado por demonstragdo direta do parasito no esfregago. Os animais foram acompanhados a partir dos
3 (trés) meses de vida até 0 106° dia de infeccéo, e o fator sexo influenciou o desenvolvimento da doenga e o
efeito do tratamento. Significativamente, a sobrevida e a reducdo da alopecia foram menor e a
imunoistoquimica maior, todos para as fémeas medicadas; houve aumento da evolugdo da massa corporal
para machos e fémeas medicados; e houve reducdo na formagdo de granulomas para os machos
medicados; todos comparados em relacdo aos seus respectivos controles positivos. Os parametros:
consumo de ragdo, imunoistoquimica de bago para machos, deplecdo, parasitismo, células de Kupffer,
indice hepético, apresentaram auséncia de significancia com valor de p entre 0,05 e 0,10. Ao considerar que
a relacdo hospedeiro-parasito serd influenciada pelo sexo através da acdo de hormonios; a determinacao
para evolucdo da doenca no bago ou a resolucéo com formagdo de granulomas no figado, em Ultima
instancia, serd determinada por um ajuste fino na resposta do sistema imunologico; e que as medicagbes
ultra diluidas séo capazes de causar imunomodulagéo e cicle arrest, observamos que a medicacéo alterou o
curso da doenca de forma significativa, em especial favoravel a fémeas. Futuros trabalhos podem identificar
0s mecanismos deste fendbmeno; avaliar o risco de transmissao do parasito na pele; os efeitos em relacéo a
ampla gama de escalas e poténcias; associada ou néo a outros tratamentos, a fim de determinar a melhor
relacéo entre efeito-escala-poténcia para esta ferramenta terapéutica.
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1. Introducao

As Leishmanioses sdo doengas de distribuicdo mundial e ocorrem principalmente em
zonas tropicais e subtropicais. Apresentam-se sob as formas clinicas cutanea, cutaneo-
mucosa, e visceral em humanos. Sdo causadas por protozoarios do género Leishmania
0s quais sdo transmitidos por vetores fleb6tomos fémeas no momento da picada.
Ocorrem em animais silvestres como roedores, canideos, marsupiais, dasipodideos,
felideos e equidos (ROTUREAU, 2006, ARRAES et al., 2008). A forma visceral pode
ser fatal para 0 homem e o cdo doméstico ao participar do ciclo do parasito se ndo forem
tratados. Inicialmente restrita a areas rurais, é hoje encontrada em areas periurbana e
urbana. Criancas desnutridas, co-infectados pelo HIV e portadores de doencas
metabolicas (como diabéticos) estdo entre a populacdo de maior risco (MURRAY;
NATHAN, 2005).

O protozoéario pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Seu ciclo de vida é heterogénico e compreende forma extracelular,
promastigota no inseto vetor. A outra forma é intracelular obrigatdria, encontrada em
mamiferos quando se apresenta na forma amastigota. Ao se alimentar no hospedeiro
vertebrado o vetor fémeas da ordem Diptera, sub-familia Phlebotominae, género
Lutzomya, ingere formas amastigotas e apds o desenvolvimento do parasito no seu trato
digestivo, torna o inseto infectado. No repasto sanguineo seguinte, o inseto inocula com
sua saliva, formas promastigotas na fase metaciclica e assim completa-se o ciclo
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Apbs a infeccdo nos hospedeiros vertebrados, as formas promastigotas metaciclicas,
permanecem no espago extracelular, promovendo ativacdo de complemento e
consequiente leucotaxia. Durante este processo, algumas formas promastigotas sdo
destruidas pelos polimorfonucleares, enquanto outras sdo internalizadas pelos
macrofagos e envolvidas pela membrana fagossdmica, resultando no vactolo
parasitéfago onde se multiplicam (MARSELLA; GOPEGUI, 1998).
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O grau de complexidade bioldgica apresentado pela doenca, a insuficiéncia de
resultados apresentados com as ferramentas atuais para o seu controle, assim como 0s
fatores de ordens politicas, socioeconémicas e ambientais agravam o desafio a uma

solucéo para esta doenca (WHO, 2004).

1.1 O Hamster como modelo experimental

O hamster é um animal utilizado no estudo da leishmaniose experimental desde a
década de 30 do século passado (ADLER; THEODOR, 1931; GATTERMANN et al.,
2002). Desde esta época 0 modelo é reconhecido pela sua susceptibilidade a diversas
espécies de Leishmania (RICA-CAPELA et al., 2003) além de apresentar o perfil de
evolugdo progressiva e fatal da leishmaniose visceral. Este desenvolvimento é
semelhante ao que ocorre em humanos, na auséncia de um tratamento, e em grande
namero de cdes infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Entretanto, assim como
em outros modelos experimentais, sabe-se que ocorrem variacGes na carga parasitaria
marcada pela individualidade da relagdo hospedeiro parasito (AWASTHI et al., 2004) e
um balanc¢o imunoldégico fino ira determinar se havera resposta no sentido de promover
a eliminacdo parcial do parasito no figado ou se ira promover a patologia no baco
(STANLEY; ENGWERDA, 2007).

O hamster apresenta notavel influéncia de acordo com o sexo para as infecces por
Leishmania. A infeccdo por Leishmania donovanni foi investigada em hamsters
gonadectomizados e animais tratados com hormonios sexuais. Hamsters de ambos 0s
sexos que receberam testosterona aumentaram a contagem de parasitos enquanto que a
administracdo de estradiol suprimiu a infeccdo de forma notavel (ANURADHA;
KATIYAR, 1990). Foram identificadas lesGes cutdneas maiores e mais severas em
hamsters machos infectados com Leishmania (Viannia) spp. Observaram-se duas linhas
de evidéncia indicando diferencas relacionadas ao sexo na evolucdo da doenca. A
primeira observacdo se refere aos animais pré-puberes machos que apresentam lesdes
cutédneas menos intensas. A segunda é a intensa infeccdo observada em fémeas tratadas

com testosterona. Foi identificado que a severidade da doenca no macho comparado a
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fémea, deve-se a expressdo intralesional da interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-
10), além da presenca do fator de necrose tumoral beta (TGF-beta) (TRAVI et al.,
2002).

As  alteracdes esperadas da doenca sdo: anemia,  esplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, desidratacdo, caquexia, ascite e Obito. AlteracBes histoldgicas
como hipolasia da polpa branca (deplecdo da area T dependente) e predominio da polpa
vermelha esplénica e inflamacdo cronica portal granulomatosa no figado, podem ser
observadas. O aumento gradual desses 6rgdos pode ser explicado pela reatividade
tecidual (hiperplasia e hipertrofia de macrdfagos, granulomas, fibrose) em virtude da
presenca dos parasitos, pois esses animais sao altamente suscetiveis como descrito
anteriormente. A deposicdo de substancia amiléide em 6rgao como figado, baco e rins
também é uma alteracdo potencialmente Util para caracterizagdo da infecgdo por
Leishmania chagasi (CORBETT et al., 1992; RICA-CAPELA et al., 2003).

1.2 Tratamento recomendado para Leishmaniose

O medicamento de primeira escolha recomendado para o tratamento de
Leishmaniose Visceral Humana é o antimonial pentavalente injetavel, uma droga
cardiotdxica que causa diversos efeitos colaterais. Existe cerca de 10% de insucesso no
tratamento. Além disso, na india tem sido relatada resisténcia a droga, com aumento de
dez vezes na concentracdo da dose e trés vezes a duracdo do tratamento desde que foi
utilizada inicialmente (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006; SINGH; SIVAKUMAR,
2004; MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013). Ha troca de material genético do
agente como mecanismo de escape. Esse processo ocorre no vetor flebdtomo, e assim,
0s parasitos hibridos sao transmitidos pela picada (AKOPYANTS et al., 2009).

O modelo atual da biomedicina alcangou grande visibilidade no sucesso que obtém
nas condicOes agudas, entretanto, com 0 aumento progressivo dos custos de tratamento
das doencas, da prevaléncia de doengas cronicas e das dificuldades para evita-las, dos
efeitos colaterais e mortalidade ocasionados pela toxicidade das drogas prescritas e

crescente resisténcia a antimicrobianos, tudo isso motivou 0 aumento da procura por

13



tratamentos com medicagdes ultra diluidas na Europa e no Brasil (MONTEIRO; IRIAT,
2007), com objetivos de reduzir a ocorréncia de efeitos tdxicos, principalmente para
doencas cronicas (EUROPEAN COMMITTEE FOR HOMEOPATHY, 2004).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) recomenda a incorporacdo da homeopatia
aos sistemas de saude e em seus programas desde a década de 80 e esta acao se adere ao
principio da liberdade de escolha terapéutica pelos cidaddos (WHO, 2009). O Brasil é
um exemplo que tem a homeopatia considerada como especialidade médica, médico-
veterinaria e farmacéutica adequadamente regulamentadas. A Homeopatia faz parte do
Programa Nacional de Préticas Integrativas Complementares no Sistema Unico de
Saude do Brasil (BRASIL, 2006; WHO, 1999) e esta acdo reflete a opinido da demanda
social e a consequente pressdo politica a seu favor (GALHARDI; BARROS, 2008).

A literatura cientifica atual contém um corpo maci¢o substancial de evidéncias e
provas para a utilizacdo das medicagfes ultra-diluidas, sob condi¢cBes experimentais
bem conhecidas, que permitem a compreensdo da utilizacdo e dos fendmenos que
relacionam-se ao método, particularmente relacionadas ao sistema imunologico e
defesas do organismo (BELLAVITE et al., 2005; BONAMIN et al. 2013).

Observa-se sensibilidade de sistemas vivos, além das modulages in vitro, induzidas
por ultra-diluicdes de substancias naturais ou enddgenas, em imunoalergologia.
BELLAVITE et al., 2006a apresentaram resultados de diferentes trabalhos
demonstrando a existéncia de efeitos por preparados ultra-diluidos, principalmente na
inflamacg&o e no sistema imune, concluindo que as bases cientificas relacionadas com
este método podem ser acessadas por meio de véarias abordagens teoricas e

experimentais.

A acdo das ultra-diluicbes deve-se ao efeito de modulacdo e ndo na deflagracéo do
efeito bioldgico. Observa também que o aspecto mais intrigante em relacdo as
propriedades das ultra-diluicdes seja a nédo linearidade e a globalidade de efeitos
(BONAMIN et al., 2007).
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1.3 Medicac0es Ultra-diluidas

Na investigacdo de mecanismos de acdo de substancias ultra diluidas, o cicle arrest é
o fendmento que interrompe o ciclo do agente estudado. Este fenémeno foi observado
na apoptose de células tumorais in vitro (FRENKEL et al., 2009), via p53 e outras
proteinas de modulagdo do crescimento celular. O mesmo foi observado nos processos
de imuno modulacdo por Calcarea carbonica (SAHA et al., 2013). O cicle arrest
também ocorre na ativacdo de macrofagos de camundongos Swiss com aumento
significativo da fagocitose mediante a presenca de células neoplésicas (LOPES et al.,
2006). Na relacdo hospedeiro-parasita também se observa fendmeno semelhante. O
tratamento de camundongos com Arsenicum album aumentou a quantidade de
plasmodium fagocitado mas evitou a ocorréncia de fatalidades (LIRA-SALAZAR et al.,
2006).

A utilizacdo de outro complexo de medicagdes ultra-diluidas in vivo no modelo
camundongos Balb/c e Leishmania (L.) amazonensis, afetou 0 mecanismo regulatério
de controle da infec¢do determinando a cicatrizacdo mais precoce da ferida em relacédo
ao grupo controle e reduziu o parasitismo no bacgo e linfonodo dos animais. In vitro,
estes autores observaram a reducdo da infeccdo e 0 aumento significativo da produgéo

de 6xido nitrico em macréfagos infectados por L. amazonensis (PEREIRA et al., 2005).

Os efeitos do complexo homeopatico “Fatores de Auto-0Organizagao” foram relatados
na desintoxicagdo aguda experimental em ratos machos Wistar na dose letal que afeta
metade do grupo por pesticida organofosforado sem causar efeitos colaterais, o
tratamento possibilitou de sobrevida de todos os animais (MOREIRA; AMORIM,
2008). Da mesma forma, camundongos Swiss inoculados com tumor de Ehrlich
apresentaram sobrevida por mais de dois ano (MOREIRA et al, 2011). Este método tem
sido empregado na clinica homeopatica humana para diversos fins (AMORIM et al.,
2008; MITSUHASHI et al., 2008), assim como na clinica veterinaria, como nos casos
de osteomielite (MONTEIRO DA SILVA; GOLOUBEFF, 2008), infec¢bes do trato
urinario, dermatites atdpicas (GOLOUBEFF; MONTEIRO DA SILVA, 2008),
especialmente em casos recorrentes em que o0s tratamentos convencionais ndo surtem

efeito ou ha recidivas.
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2. ODbjetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar os sinais clinicos e anatomo-patoldgicos que
ocorrem na infec¢do experimental por Leishmania (Leishmania) chagasi para modelo
experimental hamsters (Mesocricetus auratus) machos e fémeas pelo tratamento com o

complexo de medicacdes ultra diluidas Fatores de Auto-organizagao.
2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar os parametros clinicos sobrevida, consumo de racdo, evolucdo da massa
corporea individual dos animais, astenia, esplenomegalia, hepatomegalia, alopécia,

ascite, caquexia, desidratacdo, diminuigéo das atividades.

2- Realizar a imunoistoquimica, o indice de LDU do figado e do baco, massa do baco

e massa do figado para avaliar a carga parasitéria.

3- Avaliar as alteragcbes macroscopicas e microscopicas presentes no figado e no
baco relevantes para a Leishmaniose por meio de exames anatomo-patologicos

qualitativos e avaliagdo em escalas.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Cinquenta e dois hamsters (Mesocricetus auratus), 26 (vinte e seis) machos e 26
(vinte e seis) fémeas, com idade de 3 (trés) meses e de padrdo sanitario convencional
foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO-UFMG). Foram separados em dois grupos para cada sexo de forma que o
grupo experimental tivesse 10 (dez) animais e 0 grupo controle positivo tivesse 15
(quinze) animais distribuidos em 5 (cinco) gaiolas, para cada sexo, no total de 10 (dez)
gaiolas. Todos foram mantidos no biotério que serve ao Departamento de Patologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG com temperatura controlada a 25°C em
estante ventilada com filtros de ar, isolamento acUstico e de radio frequiéncia (Alesco®,

duas portas).

As gaiolas foram providas de cobertura de material absorvente de dejetos no fundo,
reposto e todas higienizadas semanalmente. Os animais receberam &gua e racdo ad
libitum. As gaiolas foram distribuidas alternadamente nas prateleiras da estante em sala

com dispositivos de seguranga necessarios.
3.2 Infecgédo Experimental

Todos os animais foram experimentalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi cepa MHON/BR/1972/BH400, notéria pela sua viruléncia,
isolada de cdo na UFMG, mantido por passagen in vivo de hamster para hamster, e
crescidos antes da 5% (quinta) passagem em cultura. A infec¢do pode ser confirmada
parasitologicamente post mortem por esfregago por aposicdo (imprint) de
baco/GIEMSA. A denominacdo Leishmania chagasi € utilizado no Brasil e foi

demonstrado que o agente é geneticamente muito semelhante a Leishmania infantum.
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Os animais foram inoculados com 1 x 10° formas promastigotas dos parasitos na fase
estaciondria de crescimento suspendidos em 500uL do meio via intraperitoneal, ¢
crescidos em meio de cultura NNN/alfa-MEM (Gibco-BRL-USA) com 10% soro fetal
bovino inativado (Cultilab-SP-BR) contendo 2mM glutamina, 100UI/mL de penicilina

G e 100g/mL de estreptomicina, mantidos a 23°C em incubadora (Fanem® modelo 347).

Animais infectados

Grupo Experimental

Figura 1. Fluxograma parcial do delineamento experimental dos animais infectados.

3.3 Tratamento

Apos 17 (dezessete) dias da infeccdo experimental 40 (quarenta) dos 50 (cinquenta)
animais receberam o tratamento conforme o grupo: complexo de medicacéo ou placebo
e foram administrado em duas séries com 3 (trés) dias entre elas. Aqueles pertencentes
ao grupo experimental receberam o complexo de medicacao ultra-diluida, denominada
Fatores de Auto-organizagdo, composto pelos medicamentos descritos a seguir com as
denominagdes homeopaticas em latim e a substancia que o originou:

(1) Antimonium crudum (sulfeto de antimonio);
(2) Kali carbonicum (carbonato de potassio);
(3) Mercurius solubilis (nitrato de mercurio);
(4) Sulphur (enxofre);

(5) Natrum muriaticum (cloreto de sodio);

(6) Aurum metallicum (ouro);
(7) Ammonium muriaticum (cloreto de aménia).
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A maioria dos medicamentos ultradiluidos derivam-se de vegetais, minerais ou
animais e cada medicamento ¢ feito pelas técnicas de diluicdo e dinamizagdo seriadas
das substancias (KHUDA-BUKHSH, 2006). De acordo com a definicdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA):

"O farmacéutico homeopata transforma essas
substancias em medicamentos homeopaticos através
de uma técnica especial chamada dinamizacéo. Essa
técnica libera as propriedades medicinais da

substancia original."”

Foram utilizadas as poténcias 5 (cinco) e 3 (trés) cinquenta milesimal e 12 (doze) e 3
(trés) cinquenta milesimal para cada série com intervalos fixos entre as medicacdes de 1
(um) ou 10 (dez) minutos de forma que os sete primeiros componentes da serie
medicamentosa na poténcia 5 (cinco) cinquenta milesimal na primeira vez e 12 (doze)
cinquenta milesimal na segunda vez, vide Figura 2 e Tabela 1. Todas os demais
componentes da série foram ministrados na poténcia 3 (trés) cinquenta milesimal. O
intervalo entre a administracdo das duas foi de 3 (trés) dias e este procedimento foi

realizado simultaneamente para o grupo em cego tratado com placebo.

......................

Ammonium muriaticum
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Figura 2. Reproducéo da cartela original onde eram apresentados os medicamentos
para administracdo. Cada numero de 1 (um) a 25 (vinte e vinco) correspondia a um
frasco que continha 5 (cinco) glébulos da medicacéo indicada.
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Tabela 1. Sequéncia da medicacéo utilizada com ordem de administracdo na sequéncia da série, poténcia, escala e intervalos utilizados.

Poténcia na primeira

Poténcia na segunda

Escala de ambas

Intervalo para

Ordem Nome da medicagdo . - . . ;
série série poténcias medicagao seguinte
1 Antimonium crudum 5 12 Cinguenta milesimal 1 minuto
2 Kali carbonicum 5 12 Cinguenta milesimal 10 minutos
3 Mercurius solubilis 5 12 Cinguenta milesimal 1 minuto
4 Sulphur 5 12 Cinguenta milesimal 1 minuto
5 Natrum muriaticum 5 12 Cinguenta milesimal 10 minutos
6 Aurum metallicum 5 12 Cinguenta milesimal 1 minuto
7 Ammonium muriaticum 5 12 Cinguenta milesimal 10 minutos
8 Mercurius solubilis 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
9 Sulphur 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
10 Natrum muriaticum 3 3 Cinguenta milesimal 10 minutos
11 Antimonium crudum 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
12 Kali carbonicum 3 3 Cinguenta milesimal 10 minutos
13 Mercurius solubilis 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
14 Sulphur 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
15 Natrum muriaticum 3 3 Cinguenta milesimal 10 minutos
16 Aurum metallicum 3 3 Cinguenta milesimal 1 minuto
17 Ammonium muriaticum 3 3 Cinguenta milesimal 10 minutos
18 Mercurius solubilis 3 3 Cinquenta milesimal 1 minuto
19 Sulphur 3 3 Cinquenta milesimal 1 minuto
20 Natrum muriaticum 3 3 Cinquenta milesimal 10 minutos
21 Antimonium crudum 3 3 Cinquenta milesimal 1 minuto
22 Kali carbonicum 3 3 Cinguenta milesimal 10 minutos
23 Mercurius solubilis 3 3 Cinquenta milesimal 1 minuto
24 Sulphur 3 3 Cinquenta milesimal 1 minuto
25 Natrum muriaticum 3 3 Cinquenta milesimal -

Nota: de acordo com o protocolo da terapéutica Fatores de Auto-organizacdo em 2008.
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A escolha da poténcia e escala de dinamizagOes utilizadas foi realizada
especificamente para este estudo. O protocolo era aviado pelos médicos habilitados a
esta terapéutica com nucleo de atuagdo na cidade do Rio de Janeiro — RJ, com diversas
variacdes na escala e poténcia aos pacientes humanos conforme anamnese e evolugéao
terapéutica. A utilizacdo deste método é caracterizada pelo estilo de delineamento
pesquisa-acdo (TRIPP, 2005) porque tanto a poténcia quanto a escala variam seu uso

conforme o tempo e os critérios de eleicdo por caracteristicas inerentes ao trabalho.

A escala cinquenta milesimal ¢ uma das formas farmacéuticas derivadas que
representa o resultado do processo de dinamizacdo. Utiliza a concentracdo decrescente
de insumos ativos por meio de dilui¢cGes seguidas de sucessivas trituragdes e sucussoes
(BRASIL, 2006) e obedece a proporcdo de 1:50.000 partes de Insumo ativo:lnsumo
inerte. Esta escala ¢ conhecida popularmente no Brasil pela abreviacio “LM”. A
medicacdo foi preparada em um estabelecimento de referéncia, [Farméacia Alquiotupd
Itda. (RE 2923), Rio de Janeiro - RJ], com registro na ANVISA adaptado da
Farmacopéia Homeopatica Brasileira 3 (BRASIL, 2011).

Foram colocados 3 (trés) glébulos da apresentacdo original do medicamento em 15
mL de solugdo hidroalcoodlica, sem agitar, em 25 vidros &mbar grau de pureza tipo IlI,
identificados com a ordem da sequéncia padronizada e codificados conforme
tratamento, fechados com batoques e tampas de plastico. O alcool de cereais com grau
farmacéutico foi diluido em agua bidestilada deionizada e essa solucéo hidroalcodlica a
5% foi o veiculo utilizado, igualmente distribuidos, tanto nos frascos para o grupo
controle positivo como para o grupo experimental. Foram administradas 3 (trés) gotas

de cada frasco da série do protocolo para cada hamster via oral.

3.4 Avaliacdo clinica

Durante o periodo experimental, os animais foram acompanhados semanalmente
para a determinacdo da sobrevida, do consumo de racdo, evolucdo da massa corporal
individual dos animais, e o0s parametros clinicos no dia da eutanasia: astenia,

esplenomegalia, hepatomegalia, alopécia, ascite, caquexia, desidratacdo, diminuicdo das
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atividades, peso do baco e peso do figado. O periodo de acompanhamento foi de 106
dias e em seguida os animais foram eutanasiados. Este periodo foi determinado com o
inicio do risco de reducédo do n no grupo controle com inicio acentuado de perdas ap0s

90 dias de infeccao.

3.5 Coleta de material

Todos os animais foram eutanasiados através do método cdmara de CO, por 5
(cinco) minutos (BRASIL, 2013) seguida imediatamente pelo deslocamento cervical. A
eutanasia por barbituricos é desaconselhada se for realizar esfregacfes por aposicdo a
fresco devido a congestdo causada no baco e figado, que impede a camada fina na
impregnacéo da lamina por aposicdo e produz uma camada muito espessa de celulas de
forma que impede a identificacdo e contagem do material.

Os procedimentos de necropsia e preparo dos materiais para exames histologicos e
imunoistoquimicos foram realizados no Laboratério de Patologia das Leishmanioses do
Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (LPL/ICB/UFMG). Todos os animais foram eutanasiados por
meio do método camara de CO, por 5 (cinco) minutos (BRASIL, 2013), equipamento
gentilmente cedido pelo prof. Dr. Igor Dimitri G. Duarte (Departamento de
Farmacologia/ICB/UFMG).

Esfregagos por aposicdo a fresco (imprints) em laminas limpas e desengorduradas
foram realizados com baco e figado para o LDU. As laminas foram fixadas em solucéo
de alcool metilico por 5 (cinco) minutos e, ap6s secagem em temperatura ambiente,
armazenadas e posteriormente coradas por solucdo de GIEMSA a 10% (diluicdo em
agua destilada).

Amostras de fragmentos do bago e figado foram coletadas para exames histolégicos
e imunoistoquimicos. O material foi fixado em solucdo de formol a 10% tamponada
para processamento histoldgico de rotina, armazenado por mais de 72 h (setenta e duas
horas), desidratado, diafanizado, incluido em parafina, cortado em duplicata com 3-4
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(trés a quatro) micrometros de espessura, um corado pela Hematoxilina-Eosina (HE) e o

outro para imunoistoquimica ilustrados nas figuras 3 e 4.

3.6 Histopatologia

Foram avaliados em escalas 0s seguintes parametros para o baco e figado:

3.6.1 Baco

Parasitismo Tecidual — Utilizou-se microscopia Optica convencional, com uso de

objetiva de 40x, observando campos histolégicos do parénquima esplénico de forma

aleatdria, mas evitando-se a polpa branca. Consideramos 0s seguintes parametros:

- Discreto: de < 5 amastigotas por campo (+);
- Moderado: 5 a 20 amastigotas por campo (++);

- Intenso > 20 amastigotas por campo (+++);

Presenca dos granulomas esplénicos - Utilizou-se microscopia Optica convencional,

com uso de objetiva de 20x, observando campos histologicos do parénquima esplénico
(polpa vermelha) de forma aleatéria, mas evitando-se a polpa branca. Consideramos 0s

seguintes parametros:
- Discreto: < 1 por campo (+);
- Moderado: 1 a 3 por campo (++);

- Intenso: > 3 por campo (+++);

Hiperplasia dos macrofagos da polpa vermelha: Utilizou-se microscopia oOptica

convencional, com uso de objetiva de 40x, observando campos histologicos do
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parénquima esplénico (polpa vermelha), mas evitando-se a polpa branca. Consideramos

0S seguintes parametros:
- Discreto: < 40 células por campo (+);
- Moderado: 40 a 80 células por campo (++);
- Intenso: > 80 células por campo (+++);

De forma qualitativa avaliamos:

- A presenca de deplecdo da polpa branca caracterizada pela substituicdo dos

linfécitos da bainha periarteriolar da polpa branca esplénica
- Hipertrofia dos macré6fagos da polpa vermelha.

- As alteracgdes vasculares como a hiperemia (congestéo).

3.6.2 Figado

Parasitismo Tecidual — Utilizou-se microscopia Optica convencional, com uso de

objetiva de 40x, observando campos histoldgicos do parénquima hepéatico de forma

aleatdria, mas evitando-se 0s espaco-porta. Consideramos 0s seguintes parametros:

- Discreto: de < 5 amastigotas por campo (+);
- Moderado: 5 a 20 amastigotas por campo (++);

- Intenso > 20 amastigotas por campo (+++);

Presenca dos granulomas intralobulares - Utilizou-se microscopia Optica

convencional, com uso de objetiva de 20x, observando campos histolégicos do
parénquima hepético de forma aleatéria, mas evitando-se 0s espago-porta.

Consideramos 0s seguintes parametros:
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- Discreto: < 1 por campo (+) ;
- Moderado: 1 a 3 por campo (++);

- Intenso: > 3 por campo (+++);

Inflamacdo portal: Utilizou-se microscopia Optica convencional, com uso de objetiva

de 10x, observando campos histolégicos do parénquima hepético de forma aleatoria,
mas evitando-se os I6bulos, isto é, focando os espaco-porta. Consideramos 0s seguintes

parametros:

- Discreto: < 30% de comprometimento dos espaco-porta com inflamagao por campo
(+);

- Moderado: de 30 a 50% de comprometimento dos espaco-porta por campo (++);

- Intenso: > 50% de comprometimento dos espaco-porta com inflamagao por campo

(+++);

Hiperplasia das células de Kupffer: Utilizou-se microscopia Optica convencional,

com uso de objetiva de 40x, observando campos histolégicos do parénquima hepatico
de forma aleatoria, mas evitando-se os espago-porta, isto €, focando os sinusoides nos

I6bulos hepéticos. Consideramos 0s seguintes parametros:

- Discreto: 1 a 5 por campo (+);
- Moderado: 5 a 10 por campo (++);

- Intenso: > 10 por campo (+++);

De forma qualitativa avaliamos:

- Presenca de lesbes regressivas como 0s processos degenerativos, fibréticos e
deposicao de amiloide (amiloidose);

- Hipertrofia das células de Kupffer;

- As alteragdes vasculares de hiperemia (congestao).
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3.7 Indice de LDU e indice esplénico

Determinou-se, em cada lamina de esfregaco por aposi¢do de baco, por meio da
contagem microscopica de luz (em objetiva de imerséo, objetiva de 100x), o nimero de
amastigotas em um mil nucleos de células mononucleadas. A movimentacdo da lamina
durante a leitura foi realizada de forma sistematica para todo o material. O célculo do
indice de Leishman Donovan Units (LDU) para bago ou figado consiste na razio do
nimero de amastigotas identificadas a contagem de mil ndcleos de células

mononucleares, multiplicando-se pelo peso do 6rgdo (STAUBER, 1958).

O indice esplénico avalia o percentual do peso do 6rgao em relagdo ao peso vivo do
animal. O valor estimado para o baco de animais ndo infectados selvagens capturados
em 2001 € de 0,08 £ 0,01 para machos e 0,11 + 0,02 para fémeas. Para baco de hamsters
da linhagem de laborat6rio em um instituto da Alemanha é de 0,11 + 0,01 para machos
e 0,17 £ 0,03 para fémeas (GATTERMANN et al., 2002). Estes dados foram

apresentados para referéncia sem valor comparativo para este grupo de animais.

3.8 Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica foi utilizada para marcacgédo de formas amastigotas de
Leishmania em material embebido em parafina (TAFURI et al., 2004) com

modificagdes, de baco e figado visando detectar a presenca do parasito nos 6rgéos.

As laminas foram hidratadas em solucgdes de lcoois decrescentes, e submetidas aos
banhos em PBS 1X. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena,
com peroxido de hidrogénio (30 volumes) a 4% (30 minutos a temperatura ambiente).
Posteriormente, um blogueio de reagdes inespecificas (relacionadas ao anticorpo
secundario) foi realizado com leite em po (caseina) a 6% em PBS 1X, em cdmara Umida
por 30 minutos a temperatura ambiente, com lavagem em PBS 1X. Os cortes foram

incubados com soro primario 1:200 (anticorpo policlonal in house de coelho anti-
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leishmania) por 24 horas em camara Umida a 4°C. No dia anterior o anticorpo
secundéario biotinilado foi adicionado por 30 minutos & temperatura ambiente, em
camara umida. Passado este tempo o complexo estreptoavidina peroxidase € adicionado
por 30 minutos em camara Umida a temperatura ambiente. A revelacao é procedida com
a adicdo da solucdo reveladora Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%, acrescida da
solucdo de perdxido de hidrogénio, por cinco minutos a temperatura ambiente. As
laminas foram entdo lavadas em agua corrente e contra-coradas com HE e
posteriormente lavadas novamente e desidratadas em alcoois crescentes, diafanizadas

em xilol, e montadas com balsamo do Canada.

Para cada bateria de 20 (vinte) ldminas utilizou-se um controle negativo e um
positivo da reagdo. O controle negativo, na imunoistoquimica para amastigotas de
Leishmania, foi feito utilizando-se PBS, em substituicdo ao anticorpo primario. O
controle positivo foi feito utilizando-se uma lamina com corte histoldgico de cdo com

soro de cdo 1:50 sabidamente infectado com observacdo ao microscépio optico.

A técnica foi padronizada utilizando baco de um hamster altamente parasitado e
sabidamente infectado por demonstracdo parasitoldgica direta em imprint do mesmo
6rgdo (1.497 amastigotas para 1.000 macrdfagos) nas dilui¢cbes do anticorpo primario
policlonal em 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. O controle negativo da reacdo foi uma lamina
do mesmo material incubada com PBS no lugar do anticorpo primario e o controle
positivo foi tecido de cdo, incubado com anticorpo priméario policlonal, soro de céo,
1:50. Todas as diluicdes testadas, a ndo ser o controle negativo, marcaram amastigotas

no tecido. A melhor marcacéo obtida foi com 1:200.

3.9 Producéo do anticorpo policlonal in house de coelho anti-leishmania

O soro hiperimune de coelho utilizado na imunoistoquimica como anticorpo primario
da reacdo foi produzido in house com trés inoculacbes de formas promastigodas,
inativadas a 60°C por 10 (dez) minutos, de Leishmania (Leishmania) chagasi cepa
MHON/BR/1972/BH400 na concentracdo de 1 x 10° da fase estacionaria de

crescimento, mesma cepa e passagem em cultura utilizada para a infecgéo experimental
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dos hamsters. Foi utilizado Adjuvante de Freud completo e incompleto nas inoculagdes
de dois coelhos, vide protocolo no ANEXO I, provenientes da Fazenda Helio Barbosa
da UFMG (lgarapé/MG).

3.10 Analises estatisticas

Para a sobrevida foi utilizado o Log-Rank test (método Collett). Para os resultados
considerados paramétricos ao teste de Lilliefors foi utilizado o teste t. Os resultados
considerados ndo paramétricos ao teste de Lilliefors e os resultados de escalas em
cruzes (+, ++ ou +++) foram analisados ao teste de Mann-Whitney. Teste Exato de
Fisher foi utilizado para analisar os dados com presenca ou auséncia do parametro
avaliado. Todos os testes citados anteriormente e estatistica descritiva foram realizados
através do programa BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007). Para a evolugdo da massa
corporea foi utilizado o teste de Lilliefors e o teste variancia de duas vias pelo programa
GraphPad Prism: Two-way ANOVA with Bonferroni’s post tests was performed using
GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California
USA, www.graphpad.com. Foram considerados significantes os resultados com valor
bilateral de p < 0,05.

3.11 Etica em experimentacéo animal

Esse estudo foi aprovado para realizacio pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), sob o numero
210/07, com certificado apresentado no ANEXO I1.
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4. Resultados

A infeccdo dos animais foi confirmada post mortem por demonstracéo parasitoldgica
direta pelas analises dos tecidos de baco e figado corados por HE; pelos esfregacos por
aposicdo corados com GIEMSA; e também por demonstracdo indireta do parasito pela

imunoistoquimica.

Os machos e fémeas controles positivos (infectados) das caixas que estavam
identificadas em cego e que receberam placebo demonstraram auséncia de diferenca
estatistica para os parametros da imunoistoquimica em relacdo aos animais infectados e
sabidamente ndo tratados que estava fora da identificacdo em cego e, portanto, foram
unificados. Assim, ap6s esta unido, os grupos foram denominados grupo experimental
de machos (EM), grupo controle positivo de machos (CM); grupo experimental de

fémeas (EM) e grupo controle positivo de fémeas (CF).

Ao final do experimento 1 (um) animal de cada sexo nos respectivos grupos
controles em cego apresentaram-se clinicamente muito diferente dos demais animais.
Um deles apresentava infeccdo purulenta no maxilar e o outro havia perdido a viséo,
mas ambos apresentavam reducdo drastica da massa corporal (peso vivo), cerca da
metade em relagdo aos demais animais do grupo. Posteriormente, estes animais
apresentaram resultados a imunoistoquimica de bago de 5005 e 3262 amastigotas em 20
campos, estes dados foram considerados discrepantes pois estavam muito fora da faixa
em relagdo aos demais animais do mesmo grupo, portanto foram censurados para todas
as analises possiveis, a ndo ser pelo consumo de racdo que foi avaliado de forma
coletiva por caixa. Portanto, sdo apresentados os resultados para 50 (cinquenta) animais,
25 (vinte e cinco) para cada sexo de forma que 10 (dez) para o grupo experimental e 15

(quinze) para o grupo controle positivo.
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4.1 Clinica

4.1.1 Sobrevida

A andlise da curva de sobrevida realizada ao Log-Rank Test (método Collett)
comparou o0s eventos de sobrevida ocorridos durante o periodo avaliado do dia 1°
(primeiro) ao 106° (centésimo sexto) dia de observacao a partir do primeiro tratamento,
na frequéncia de uma vez ao dia de segunda-feira a sexta-feira. Portanto, os intervalos e
frequéncias de avaliacdo foram concomitantes e idénticos entre os respectivos grupos

experimentais e controles positivos de cada sexo.

Ha diferenca significativa com valor de p < 0,05 (valor de p = 0,04) na sobrevida dos
animais submetidos ao tratamento do grupo experimental de fémeas em relacdo ao

grupo controle positivo de fémeas.

Sobrevida de hamsters fémeas

A Grupo /A Grupo controle
experimental positivo

Freqguéncia

8 L L L L L L L L L L L L L L L |
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (dias)

Graéfico 1. Fémeas: curva de sobrevida entre o grupo experimental e o grupo controle
positivo, Log-Rank Test (Collett), * valor de p < 0,05.
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Para machos ha auséncia de diferenca significativa com p > 0,05 (valor de p = 0,76)
no tempo de sobrevivéncia dos animais submetidos ao tratamento do grupo

experimental em relacdo ao grupo controle positivo.

Sobrevida de hamsters machos

m Grupo O Grupo controle
experimental positivo
15
15
14
14 -
g8 183 13
.G 13 L
<% 12 -
D
g 11+
— 1 10 10
LL 10m 0
b
9 L
8 L | L | L | L | L | L | L | L |
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (dias)

Graéfico 2. Machos: curva de sobrevida entre o grupo experimental e o grupo controle
positivo, Log-Rank Test (Collett), valor de p > 0,05. A sobrevida é apresentada com n =
13 animais entretanto existem dados histoldgicos para n = 12. Este fato é devido a uma
perda entre o dia da finalizacdo da andlise da sobrevida e a coleta de material, por isso
ha diferenca de uma unidade no universo amostral entre estes parametros. A autolise
do material ao ser encontrado impede seu aproveitamento para as analises
histoldgicas.

4.1.2 Evolucéo da massa corporal

A evolucdo da massa corporal dos animais foi aferido de forma individual
semanalmente, sempre a0 mesmo dia da semana no horario médio 13h30 * 2 h durante
0 dia. Cada afericdo foi realizada em triplicata e considerou-se a média das trés
afericbes como a massa corporea do animal. A balanca digital tinha precisdo de uma
casa decimal apés a grama. Apds o teste de Lilliefors, foi realizada as analises de
variancia (ANOVA) de duas vias, independentes por sexo, que consideraram data,
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média e desvio padrdo da massa, € 0 nimero de eventos para o grafico 3. Todos 0s
dados sdo apresentados no mesmo grafico com a média e o erro-padréo.

Entre o grupo experimental de fémeas e controle positivo de fémeas, a ANOVA de
duas vias mostrou que o Tratamento né&o afetou muito os resultados [F 1/333 = 3,43, p =
0,06] mas o Tempo afetou [F 1/333 = 9,65, p < 0001]. N&o houve interacdo entre 0s
fatores [F 1/333 = 0,60, p = 0,87].

Entre o grupo experimental de machos e o grupo controle positivo de machos a
ANOVA de duas vias mostrou que o Tratamento afetou os resultados [F 1/356 = 15,02,
p = 0001] e 0 Tempo também [F 1/356 = 5,32, p < 0001]. Nao houve interacdo entre 0s
fatores [F 1/356 = 0,97, p = 0,48].

Evolucdo da massa corporal (peso vivo)
de hamsters em relacéo ao tempo

180+

[EN

(o2}

o
1

T

T

Grupo experimental
de machos

Grupo controle
de machos

Grupo experimental
de fémeas

Grupo controle
de fémeas

Massa corporal (g)
=
o

Tempo - intervalo semanal

Gréfico 3. Evolucdo ponderal de machos e fémeas dos grupos com a analise de
variancia de duas vias. * p < 0,001, No grafico sdo apresentados a media e erro
padrao.
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Tabela 2. Relac@o da massa média, desvio padréo e n dos animais dos diversos grupos em relacéo ao tempo.

Tempo (semana) [Peso Machos Experimental™ | Peso Machos ControlgJ[Peso Fémeas Experimental | Peso Fémeas Controle

Data dd.mm.aaag Média SD n Média SD n Média SD n Media SD n
20.08.2008 107,00 8,05 10 | 107,27 | 10,43 | 15 122,17 15,39 10 | 134,80 | 17,72 | 15
27.08.2008 107,78 9,01 10 | 107,94 | 10,15 | 15(}| 130,76 16,20 | 10 | 138,87 | 18,77 | 15
03.09.2008 110,28 8,92 10 | 110,19 | 10,12 | 15(}| 136,08 1494 | 10 | 147,07 | 18,33 | 14
10.09.2008 111,76 9,00 10 | 111,76 | 10,16 | 15|§| 140,44 14,30 | 10 | 148,26 | 15,55 | 13
17.09.2008 113,63 9,70 10 | 112,92 | 10,32 | 15]§)| 145,28 14,06 | 10 | 148,92 20,89 14
24.09.2008 116,39 9,99 10 | 11451 | 9,49 | 15])| 149,23 1451 | 10 | 157,08 | 18,01 | 13
01.10.2008 119,71 10,54 10 | 117,10 | 9,37 | 15|)| 154,87 15,09 | 10 | 163,25 | 19,04 | 13
08.10.2008 120,40 11,72 10 | 114,33 | 10,43 | 15 157,49 14,70 10 | 161,79 | 17,80 | 13
15.10.2008 120,72 12,60 10 | 115,24 | 10,10 | 14|)| 159,66 15,63 | 10 | 165,92 | 20,10 | 13
22.10.2008 121,71 12,54 10 | 117,10 | 10,47 | 14 161,61 16,47 10 | 166,50 | 19,10 | 13
29.10.2008 123,86 11,78 10 | 119,16 | 10,89 | 14|§)| 164,05 18,04 | 10 | 166,14 | 19,48 | 12
05.11.2008 126,92 11,21 10 | 119,33 | 11,19 | 14]§)| 165,10 18,04 | 10 | 163,93 | 19,05 | 12
12.11.2008 122,63 19,10 10 | 119,35 | 10,99 | 14|)| 166,52 16,71 | 10 | 163,30 | 18,96 | 12
19.11.2008 127,39 11,90 10 | 118,41 | 12,73 | 14|})| 166,70 18,68 | 10 | 163,80 | 19,39 | 12
26.11.2008 128,21 11,42 9 117,41 | 11,13 | 13 162,99 18,16 10 | 157,57 | 24,01 | 12
01.12.2008 129,18 11,20 9 | 112,96 | 19,69 | 13|)| 167,18 18,58 | 10 | 159,95 | 27,05 | 10

* valor e p < 0,05. SD = desvio-padrdo; n = universo amostral. A evolu¢do da massa corporal (peso vivo) € apresentada com n = 13 animais,
entretanto existem dados histoldgicos para n = 12. Este fato € devido a uma perda entre o dia da finalizacdo da analise da evolucéo da massa
corporal e o dia da eutanasia para coleta de material, por isso ha diferenca de uma unidade no universo amostral entre estes parametros
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4.1.3 Consumo de ragdo

O consumo de racao foi aferido de forma coletiva em cada uma das dez gaiolas
utilizadas e ajustado para o consumo individual pela média simples da massa (g) da
racao restante, subtraida da massa da racdo total ofertada anteriormente, em seguida
dividido pelo nimero de animais que consumiram a ragdo por dia. A afericdo ocorreu a
cada 7 (sete) dias, sempre a0 mesmo dia da semana e durante o dia, em horario médio

13h30 + 2 h. A balanca digital possuia precisdo de uma casa decimal apds a grama.

Apbs o teste de normalidade de Lilliefors, houve diferenca significativa ao teste de
Mann-Whitney para a massa do consumo de ragdo (g) entre os grupos experimental de
machos e controle positivo de machos (valor de p < 0,05, valor de p = 0,01), e auséncia
de diferenca para os grupos experimental de fémeas e controle positivo de fémeas (valor
de p > 0,05, valor de p = 0,66). O consumo aparente é maior para fémeas e coincide
com o fato deste sexo apresentar massa corporea altamente significante maior em
relacdo aos machos.

Evolucéo ponderal do consumo de racao diaria
individual por animal durante o tempo

— Grupo experimental
) de machos
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S E 4 de fémeas
© -
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@ Q9
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|
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Graéfico 4. Evolucdo ponderal do consumo de racdo diaria individual ajustada por
animal para os grupos durante o tempo. * valor de p < 0,05 entre o grupo experimental
de machos e o grupo controle positivo de machos.
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Tabela 3. A média do consumo de racdo individual didrio nos diversos grupos em

relacdo ao tempo.

Tempo Experimental ngittrii)/lcf Experimental ng;[tri?ll()e

(data dd.mm.aaaa)f| de machos* dg machos de Fémeas dlz fameas
27.08.2008 5,3 6,3 8,9 9,2
03.09.2008 6,7 6,7 8,6 9,2
10.09.2008 6,3 6,3 8,4 8,2
17.09.2008 6,4 6,2 8,7 8,7
24.09.2008 7,0 6,6 8,7 9,1
01.10.2008 7.3 6,7 9,3 9,4
08.10.2008 6,6 5,5 8,8 8,9
15.10.2008 7,0 6,5 9,0 9,2
22.10.2008 7,0 7,7 9,0 8,6
29.10.2008 7.1 6,7 8,7 8,1
05.11.2008 6,9 6,2 8,2 79
12.11.2008 6,9 6,3 8,4 79
19.11.2008 6,7 6.8 8,1 8,2
26.11.2008 8,0 5,0 8,1 7,6
01.12.2008 6,6 54 8,5 6,4
Média 6,8 6,3 8,3 8,4

* Valor de p < 0,05.

4.1.4 Aspectos clinicos

Houve diferenca significativa ao teste exato de Fisher com valor de p < 0,05 (valor

de p = 0,02) para a presenca de alopecia entre 0s grupos experimental de fémeas e

controle de fémeas. Houve auséncia de diferenca estatistica significativa (valor de p >

0,05) para os parametros a astenia, espelomegalia, hepatomegalia, ascite, caquexia,

desidratacéo e diminuicdo das atividades ao teste exato de Fisher.
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Tabela 4. Resultados das avaliaces clinicas.

Parametros Espleno- Hepato- Perda de Desidra- Diminuicao
. Sobrevida Astenia : ; Alopecia Ascite peso: ~ das
clinicos megalia megalia . tacao -
caquexia atividades
Grupo
experimental 9de 10 0de9 1de9 0de9 4de9 0de9 0de9 0de9 0de9
de machos
Grupocontrole 434015 | 0de12 | 0de12 | 0de12 | 3de12 | Odel2 | Odel2 | Odel2 | Odel2
positivo de machos
I — T —r T ——
Grupo
experimental 10 de 10* 0de10 3de10 0de 10 2 de 10* 1de 10 0de 10 0de10 0de10
de fémeas

Grupo controle

. A 10 de 15 0de 10 0de 10 0de 10 8 de 10 0de 10 1de 10 0de 10 0de10
positivo de fémeas

* Valor de p < 0,05. As analises foram realizadas de forma independente por sexo e as informacgfes sdo condensadas na mesma tabela. A
sobrevida é apresentada com n = 13 animais, entretanto existem dados histolégicos para n = 12. Este fato é devido a uma perda entre o dia da
finalizacdo da analise da sobrevida e a coleta de material, por isso ha diferenca de uma unidade no universo amostral entre estes parametros.
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4.2 Bago

4.2.1 Anélise morfométrica do parasitismo tecidual

Procedeu-se com a analise ndo paramétrica apos o teste de normalidade de Lilliefors.
O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de diferenca estatistica significativa
com valor de p (valor de p = 0,05), portanto ha tendéncia para diferenca na quantidade
de amastigotas imunomarcadas identificadas & morfometria entre o grupo experimental

de machos e o grupo controle positivo de machos.

O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de diferenca estatistica significativa
com valor de p entre 0,05 e 0,10 (valor de p = 0,07), portanto ndo ha diferenca na
quantidade de amastigotas imunomarcadas identificadas a morfometria entre o grupo

experimental de fémeas e o grupo controle positivo de fémeas.

4.2.2 Indice de LDU para baco e indice esplénico

Procedeu-se com a analise ndo paramétrica apos o teste de normalidade de Lilliefors.
O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de diferenca estatistica significativa
com valor de p > 0,05 (valor de p = 0,12), portanto ndo ha diferenca para o indice de
LDU para bago entre o grupo experimental de machos tratados com medicagdo e o

grupo controle positivo de machos.

O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de diferenca estatistica significativa
com valor de p > 0,05 (valor de p = 0,91), ao indice de LDU de bago entre o grupo

experimental de fémeas tratadas e o grupo controle positivo de fémeas.

Procedeu-se com a analise paramétrica apds o teste de normalidade de Lilliefors.
Houve diferenca significativa ao teste t com valor de p < 0,05 (valor de p = 0,02) para a
massa do baco a fresco entre o grupo experimental de machos e controle de machos, a

média da massa do grupo tratado foi superior ao do grupo controle positivo. Houve
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diferenca significativa ao teste t com valor de p < 0,05 (valor de p = 0,03) para a massa
dos machos a eutanasia, o grupo experimental deve média superior ao grupo controle
positivo. Houve auséncia de diferenca significante com valor de p > 0,05 (valor de p =
0,13) para o peso do baco a fresco entre o grupo experimental de fémeas e controle
positivo de fémeas, assim como para a massa do animal a eutanasia, valor de p > 0,05
(valor de p = 0,49).

4.2.3 Histopatologia - Interpretacdo histopatoldgica dos achados

Para o parametro parasitismo no baco ao teste de Mann-Whitney foi encontrada
auséncia de significancia com valor de p entre 0,05 e 0,10 (valor de p = 0,08) entre 0s
grupos experimental de machos e controle de machos. Para o pardmetro deple¢do no
baco foi encontrada auséncia de significancia com valor de p entre 0,05 e 0,10 (valor de
p = 0,08) entre os grupos experimental de fémeas e controle de fémeas. Houve auséncia
de diferencas significativas (valor de p > 0,05) para as alteracdes histologicas presenca
de granulomas, reatividade da polpa branca, polpa vermelha (hipertrofia e hiperplasia),

observadas entre 0s grupos de mesmo sexo.

As lesdes fundamentais encontradas foram:

(1) Deplecédo linfocitaria da bainha periarteriolar da polpa branca. De fato, observou-
se com freqliéncia a substituicdo de linfocitos da bainha periarteriolar (area T-
dependente) por macréfagos vacuolizados e ndo raro com presenca de formas

amastigotas de Leishmania;

(2) Hiperplasia e hipertrofia dos macréfagos da polpa vermelha. Era notéria a
populacdo dessas células sempre apresentando citoplasma abundante e cromatina
frouxa. Muitos apresentavam ainda morfologia de célula epitelidide caracterizada por

citoplasma amplo, hipocorado, cromatina frouxa e ndcleo alongado;

(3) Formacdo de estruturas nodulares constituidas por macrofagos de formato
epitelioide denominadas “granulomas”. Muitas vezes esses macrofagos eram

parasitados com formas amastigotas de Leishmania (Figura 3 - imagens A, B, C e D).

38



Tabela 5. Resumo das observacgdes histopatologicas no baco de hamsters infectados por Leishmania chagasi nos diferentes grupos.

Imunoistoquimica | indice LDU de Indice Peso do . Polpa
. . esplénico baco Reatividade | vermelha
de baco (mediana, | baco (mediana, . ¢ . ~ . .
Baco L N (mediana, (média + | Parasitismo Granulomas | Deplecéo | da polpa | (hipertrofia
maximo e maximo e .- =
o o maximo e desvio- branca e
minimo) minimo) - . .
minimo) padrzo) hiperplasia)
—— T — T —
Grupo "+ n=2; "+" n=3; "+" n=0;
. 15,6 0,41 "++"n=5; | "++" n=4; "++" n=7,;
- * ! ! ) 1 )
experimental}| 421 (89-1.025) (1,7-145,5) (0,25-0,60) 0,53+0,15* || 1+ n=2: | "++4" n=2: 9de9 0de9 "+ =2
de machos
em9 em9 em9
Grupo "+" n=8; "+" n=5; "+" n=0;
controle 0,32 "++"n=2; | "++" n=6; "++" n=11;
positivo de 151 (49-1.147) (}/6,1 (0,0-132,5) (0,23-0,50) 0,390,10 (Il 444 n=3: | "r4+" n=1: 11de12 | 0del2 |. . .. n=1-
machos em 12 em 12 em 12
Grupo "+" n=3; "+" n=3; "+" n=1;
. 0,81 "++" Nn=6; | "++"n=2; "++" n=4;
experlmental 145 (26-509) 0,9 (0,0-317,3) (0,18-1,25) 1,2620,51 | nppyn n=1: | "+++" n=3: 9de 10 0de 10 "+ N5
de fémeas
em 10 em 10 em 10
Grupo "+" n=6; "+" n=1; "+" n=1;
controle 0,65 "++"n=2; | "++" n=4; "++" n=3;
positivo de 28 (6-569) 03(00-117.2) (0,11-1,03) 0.94£0,39 | 4pp n=1; | "+4+" n=5; 5010 0010 foyyye n=6;
fémeas em 10 em 10 em 10

* valor de p < 0,05. As analises foram realizadas de forma independente por sexo e as informacgdes sdo condensadas nesta tabela. Os

parametros "+";

ao final do numero total de animais avaliados no grupo.

"++"; "+++" gpresentam ao lado do “n =" a indica¢do do numero de animais que se enquadraram em cada faixa, seguido
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Figura 3 - imagens A, B, C, D, E, F, G e H. Cortes histologicos parafinados de baco
de hamsters (grupo controle) infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A)
Microfotografia mostrando parénquima esplénico evidenciando a polpa branca
caracterizada pela presenca da arteriola central (corte longitudinal). HE. Barra =
32um; (B) Em aumento maior observar a substitui¢do de linfocitos da bainha peri-
arteriolar por células de nucleos grandes e claros de cromatina frouxa (setas). HE.
Barra = 16 um; AC (Arteriola Central); BP (Bainha Peri-arteriolar); PB (Polpa
Branca) ; (C) Observar polpa branca (PB) sem formacdo de centro germinativo e
deplegdo de linfocitos proximos a arteriola central (AC) (setas) HE. Barra = 16 um;
(D) Presenca de formas amastigotas de Leishmania imunomarcadas na &rea de
deplegdo linfocitaria (setas). Estreptoavidina peroxidase. HE. Barra = 16 um. (E)
Formacéo de granulomas (Gr) na Zona Marginal (ZM) esplénica (setas). HE. Barra =
16 um. PV (Polpa Vermelha); (F) Formagdo de trés granulomas na polpa vermelha
esplénica (PV) HE. Barra = 16 um; (G) Presen¢a de inumeras formas amastigotas de
Leishmania imunomarcadas no interior de macréfagos constituintes de um granuloma
ao centro (setas) e no interior de outros macréfagos da Polpa Vermelha (PV) (cabecas
de setas). Estreptoavidina peroxidase Barra = 16 um; (H) Ao centro da foto observar
grande numero de plasmdcitos localizados na polpa vermelha (PV) esplénica
caracterizando uma plasmocitose. Formas imunomarcadas de amastigotas de
Leishmania podem ser visualizadas. Estreptoavidina peroxidase. Barra = 16 um;
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4.3 Figado

4.3.1 Parasitismo tecidual (Carga Parasitaria) - Analise Morfométrica

Procedeu-se com a analise ndo paramétrica apos o teste de normalidade de Lilliefors.
O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de significancia estatistica, valor de p >
0,05 (valor de p = 0,32), portanto ndo ha diferenca na quantidade de amastigotas
imunomarcadas identificadas a morfometria entre o grupo experimental de machos e o

grupo controle positivo.

O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de significancia estatistica, valor de
p > 0,05 (valor de p = 0,57), portanto ndo ha diferenca na quantidade de amastigotas
imunomarcadas identificadas a morfometria entre o grupo experimental de fémeas

tratadas com medicacao e o grupo controle positivo.

4.2.2 Indice de LDU de figado e indice hepatico

Apobs o teste de normalidade de Lilliefors procedeu-se com a analise ndo paramétrica.
O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de significancia estatistica, valor de p <
0,05 (valor de p = 0,67), portanto ndo ha diferenca ao indice de LDU de figado entre o

grupo experimental de machos tratados com medicacgéo e o grupo controle positivo.

O Teste de Mann-Whitney demonstrou auséncia de significancia estatistica, valor de
p < 0,05 (valor de p = 0,96), portanto nio ha diferenca ao indice de LDU de figado entre
0 grupo experimental de fémeas tratadas com medicacdo e 0 grupo controle positivo.
Houve auséncia de diferenca estatistica significativa (valor de p > 0,05) para o peso do
figado ao Mann-Whitney; a relacdo do peso baco:figado também ndo apresentou

diferencga.
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Para o indice hepatico ao teste de Mann-Whitney foi encontrado auséncia de
diferenca significativa com valor de p entre 0,05 e 0,10 (valor de p = 0,07) entre o grupo
experimental de fémea e controle positivo de fémea; e auséncia de significancia com
valor de p > 0,05 (valor de p = 0,78) entre o grupo experimental de macho e o grupo

controle positivo de macho.

4.3.3 Histopatologia - Interpretacgdo histopatolégica dos achados

Em geral todos os cortes histologicos de figado de todos os animais,
independentemente dos diferentes grupos experimentais, apresentaram as seguintes
lesbes: Inflamacdo crbnica portal, variando de discreta a intensa, caracterizada por
infiltrado celular predominantemente constituido por células mononucleares sendo
macrofagos, plasmacitos e linfocitos. Os macrofagos, por sua vez, na grande maioria
dos casos, apresentavam citoplasma abundante, hipocorado e nucleo alongado e
cromatina frouxa caracterizando morfologicamente macréfagos epitelidides. Nao raro,
formas amastigotas de Leishmania puderam ser encontradas no interior dos macréfagos.
Polimorofucleares neutréfilos foram observados de permeio, mas nunca predominavam
no infiltrado inflamatorio portal. Todavia, esse infiltrado de mononucleares, em alguns
casos, formava estruturas nodulares com presenca das células epitelidides conferindo,

entdo, inflamacgédo granulomatosa no espaco portal (Figura 4 — imagens A, B, C e D);

(1) Formagdo de granulomas intralobulares hepaticos compostos por
macrofagos, plasmacitos, linfécitos e raros neutrofilos. Esses granulomas eram
de tamanhos e formas variaveis, com ou sem células (macrofagos) contendo
formas amastigotas de Leishmania no seu citoplasma. Fato importante foi a alta
freqiiéncia da presenca de macrofagos epiteildides como células constituintes
desses granulomas (Figura 4 — imagens E e F).

(2) Presenca de grande numero de plasmocitos, as vezes, predominava no
infiltrado de mononucleares conferindo uma plasmocitose (Figura 4 — imagem
G);
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(3) Alteragdes regressivas como degeneracdo hidrépica e esteatose foram
observadas, mas a primeira sempre mais frequente que a segunda. A
degeneracdo hidrdpica foi diagnosticada morfologicamente onde os hepatdcitos
encontavam-se aumentados de volume e citoplasma de aspecto granuloso e
hipocorado, comprimindo 0s sinusoides, esses sempre exangues em &reas
intensamente degeneradas. A congestdo, por sua vez, podia ser observada pelo
aspecto vacuolado dos hepatocitos e também sempre aumentados de volume. Na
preparacdes de nosso estudo, Hematoxilina-Eosina, esses vacuolos séo
interpretados como imagem negativa da gordura (Figura 4 — imagem H),

(4) A congestdo dos vasos e espaco porta foi um achado frequente. De fato,
em geral, os vasos portais eram calibrosos e dilatados e com a luz repleta de
hemécias e em alguns casos com aspecto homogéneo, como uma grande massa
eosinofilica. Os sinsudides e as veias centro-lobulares também apresentavam
quadro semelhante. Todavia, em nenhum dos casos houve observacdo de
deposicdo de pigmentos derivados da hemoglobina, principalmente

hemossiderina, muitas vezes correlacionada aos quadros de congestao.

Nesse estudo é importante relatar trés casos que chamaram atencdo por apresentarem
patologias marcantes e que fugiram das alterac@es histologicas descritas anteriormente.
Dois casos foram em machos, um do grupo controle e outro do grupo experimental, que
apresentaram lesGes granulomatosas nos espago-porta e no lébulo, mas os granulomas
eram constituidos em sua maioria por células gigantes. Nos outros animais isso ndo foi
observado com tamanha frequéncia como observado nesses dois animais. Além disso,
as células gigantes, em sua maioria do tipo Langhans (Figura 5 — imagens A, B, C e D),
continham no seu interior uma substancia de aspecto eosinofilico, amorfo e refringente
e em alguns casos apresentava-se de aspecto lamelar como drusas de uma cebola
(Figura 5 - imagem D: fémea do grupo controle). Outro animal, também do grupo
controle positivo de machos, apresentou quadro de fibrose. Histologicamente observou-
se intensa deposicdo colagénica nos espago-porta e na cépsula promovendo

espessamento de ambas as estruturas.
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Tabela 6. Resumo das observagdes histopatoldgicas no figado de hamsters infectados por Leishmania chagasi nos diferentes grupos.

Imunoistoquimica | indice LDU | indice Hivertrofia
de figado de figado | Hepatico | Peso do figado P Inflamagéo
. - - . L . e Granuloma
Figado (mediana, (mediana, | (mediana, (média = Parasitismo | . ] do espago | Esteatose
e g g . x hiperplasia | intralobular
maximo e maximo e | maximo e | desvio-padréo) porta
. . o macrofago
minimo) minimo) minimo)
I ——S——_——§@—S—€—€—§€—§—sSt——h— T ———
Grupo "+'n=5; | "+"n=1; [|[ "+"n=0; [|f "+"n=1;
. 70,7 5,43 "++"n=1; | "++"n=4; |J| "++" n=3; [J| "++" n=3;
experimental 89 (55-726) (8,8-341,9) |(4,27-6.29) 7.11+1,05 vprtn=3: | bt n=d [+ n=e: || 4+ n=s: 0de9
de machos *
em9 em9 em9 em9
Grupo "+" n=8; "+" n=4; "+" n=4; "+" n=3;
controle 62,9 5,42 "++"n=2; | "++"n=7; ||| "++" n=5; |}| "++" n=6;
oositivode | Y 480D 1 9.1 6345)|(4,26-7,08)| 657070 | ppprn=p: | e n=; [l| e 0= [ e =g | 19E12
machos em 12 em 12 em 12 em 12
E ¥
"+" n=10; "+" n=5; "+" n=4, "+" n=2;
ox Srzlrjrlpeontal 48 (4-120) 18,7 5,47 "++" n=0; "++" n=4; "++" n=4; "++" nN=6; 0 de 10
pert (0,0-456,3) |(3,43-6,16)| 897166 | nyiivn=0; | "4t n=l; | 4 n=2; | T 022
de fémeas
em 10 em 10 em 10 em 10
Grupo "+" n=8; "+" n=3; "+" n=2; "+" n=5;
controle 42,7 6,27 "++"n=1; | "++"n=5; | "++"n=6; | "++"n=2;
positivode | 0192 1 (00.610,3) |(471-042)| 8A49LBL | mipyrnz0: | mean=l; | estn=l; | maeernsp; | 1960
fémeas em9 em9 em9 em9

* valor de p < 0,05 ao teste exato de Fisher para a presencga de granulomas intralobulares. Os paréametros "+";

"++"; "+++" gpresentam ao

lado do “n =" a indica¢do do numero de animais que se enquadraram em cada faixa, seguido ao final do numero total de animais avaliados no

grupo.
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Houve diferenca significativa para avaliacdo a presenca de granulomas intralobulares
entre o grupo experimental de machos e controle positivo de machos ao teste de Mann-
Whitney, valor de p < 0,05 (valor de p = 0,04). Ha subtracdo de 1 (um) ao numero de
animais do grupo controle positivo de fémeas devido a alteracdo na coleta do figado de

um animal.

Para a presenca de hipertrofia e hiperplasia (macréfagos-células de Kupffer) ao teste
de Mann-Whitney foi encontrado auséncia de significancia com valor de p entre 0,05 e

0,10 (valor de p= 0,09) entre o grupo experimental de machos e controle de machos.

Foi observada auséncia de diferenca significativa (valor de p > 0,05) para os
parametros parasitismo, hipertrofia e hiperplasia (macrofagos - células de Kupffer) para
fémeas, granulomas intralobulares para fémeas, inflamag&o do espaco porta e esteatose

avaliados no figado ao teste de Fisher.
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Figura4 —imagens A,B,C,D,E,F,GeH
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Figura 4 —imagens A, B, C, D, E, F, G e H. Cortes histol6gicos parafinados de figado
de hamsters (grupo controle) infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A)
Microfotografia panoramica mostrando espago-porta com discreto infiltrado
inflamatorio. HE. Barra = 62um; (B) Microfotografia mostrando espago-porta com
intenso infiltrado inflamatorio HE. Barra = 32 um e em (C), em maior aumento, notar
que o infiltrado forma um granuloma com presenca de células epitelidides HE. Barra =
16 um (setas); (D) Observar a formag¢do de um granuloma no lobulo hepdtico
(granuloma intralobular hepatico) (seta) proximo ao espaco-porta; HE. Barra = 16
um; (E) Detalhe das células que compoe os granulomas intralobulares constituidos
principalmente por macréfagos epitelidides (setas) e linfocitos (cabeca de setas) HE=
16 um; (F) Presenca de formas amastigotas de Leishmania imunomarcadas no
granuloma intralobular a direita (cabecas de seta). Estreptoavidina peroxidase. HE.
Barra = 16 um; (G) Infiltrado inflamatério de células mononucleares localizado no
interior do I6bulo hepético. Notar o grande nimero de plasmdcitos (cabecas de seta)
seguido de pequenos linfocitos (pequenas setas) e macréfagos (grandes setas).
Presenca de um megacariocito (M) adjacente ao infiltrado inflamatério. HE. Barra =
16 um; (H) Ao centro da foto notar a presenga de hepatocitos aumentados de volume e
citoplasma de vacuolizado indicando esteatose. Barra = 16 um.
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Figura5-imagens A, B,C,D,EeF.
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Figura 5 — imagens A, B, C, D, E e F. Cortes histologicos parafinados de figado de
hamsters (grupo controle) infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. (A)
Observar a formacd@o de granuloma no espaco porta com presenca de célula gigante
contendo no seu citoplasma material hialino em destaque (seta). HE. Barra = 16 um.
(B) e (C) Formacéo de granuloma intralobular hepético com presenca de célula
gigante contendo no seu interior material hialino em destaque (seta). HE. Barra = 16
um; (D) Presenca de algumas formas amastigotas imunomarcadas de Leishmania no
interior de macrdfagos do granuloma (setas). Notar a célula gigante do tipo Langhans
(seta). Estreptoavidina peroxidase. HE. Barra = 16 um.
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4.4 Sumario dos resultados

Evolucdo da massa corporal

de machos Granulomas hepaticos

Peso do baco

Imunoistogquimica do baco

Legenda:
— Valor de p < 0,05

Experimental Sobrevida

de fémeas Alopecia

>

Controle
positivo
de machos

Controle

positivo de
fémeas

Figura 6. Diagrama dos resultados e sua relacdo de significAncia entre 0s grupos
experimental e controle positivo para os respectivos sexos ao valor de p < 0,05 A
origem da seta indica que o grupo apresenta maior valor para o parametro indicado do

que o grupo representado na extremidade de destino.
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5. Discussao

No presente trabalho, foi escolhido o hamster como modelo por apresentar um perfil
de evolugcdo progressiva e fatal da leishmaniose visceral de forma semelhante ao
acometimento em humanos (ADLER; THEODOR, 1931; RICA-CAPELLA et al.,
2003; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A espécie também é recomendada para
estudos histopatolégicos. Outros roedores, também séo considerados modelos primarios
para testes da doenca (GARD; DUBE, 2006), mas, a utilizacdo do modelo murino para
o estudo da Leishmania chagasi poderia causar um Viés ja que, apesar do parasito
replicar-se precocemente, é seguido de controle imunolégico e infeccdo subclinica
(MELBY et al., 2001).

A distribuicdo de gaiolas alternada na prateleira para equilibrar efeito de altura das
prateleiras por eventual concentracdo de gases tipo aménia. Como a administracdo foi
diretamente via oral em gotas para os animais ndo houve a utilizacdo de medicamento
no bebedouro. Portanto, também ndo houve necessidade de procedimentos especiais
como aquecimento em estufa a 60°C, autoclavar ou isolar recipientes para evitar
contaminacdo cruzada na agua dos bebedouros. Durante todo o periodo experimental
cada grupo de animais por gaiola alternou exclusivamente entre a utilizagdo de 2 (duas)
caixas identificadas pois as lavagens de caixas eram manuais com agua fria. Se a urina
dos animais puder carrear informacdes medicamentosas de forma parcial ou integral,
este procedimento preveniu esta forma de contaminagéo cruzada informacional entre os

grupos.

O maior nimero de animais do grupo controle positivo para este tipo de estudo em
relacdo ao grupo experimental foi adequado porque com o tratamento placebo ou
nenhum tratamento sdo esperadas perdas decorrentes da infeccdo experimental que
podem interferir na viabilidade das analises estatisticas ao final da evolugdo. Desta
forma preservou-se o numero final de animais sobreviventes para compara¢Ges dos
diversos parametros, mas, este fato ameniza a diferenca entre os grupos, pois nao

considera a gravidade dos animais que foram perdidos. Esse parece ser um problema
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dificil de resolver sem aumentar o numero de animais pois, a principio é dificil prever a
ocorréncia do evento. Entretanto, a massa do animal pareceu reduzir-se levemente na
semana que precedeu sua perda, mas, com uma frequéncia na avaliacdo do peso maior
gue uma vez por semana, ou seja, duas a trés vezes por semana talvez seja possivel
predizer a proximidade deste fato qualitativamente importante da sobrevivéncia e assim
conseguir coletar as amostras dos animais para o delineamento que avalia a infecgéo

experimental com analise Unica de parametros ao final do periodo experimental.

O modelo biomédico tem apresentado notdério aumento progressivo de efeitos
colaterais e mortalidade devido a toxicidade das drogas (MONTEIRO; IRIAT, 2007;
RIBEIRO et al., 2008) sendo que a prescricdo de medicamentos homeopaticos tem
como um dos objetivos mais relevantes a reducdo dos efeitos toxicos nos pacientes
(WHO, 1999; EUROPEAN COMMITTEE FOR HOMEOPATHY, 2004). Foi eleita
uma modalidade terapéutica com medica¢bes homeopaticas para este estudo piloto
como uma avaliacdo solo, isto é, sem associagdes com o0s medicamentos
tradicionalmente conhecidos e utilizados em tratamentos desta doenca. Entretanto,
futuros trabalhos podem estudar associacdes aos protocolos médicos ja utilizados
(SINGH; SIVAKUMAR, 2004; OLLIARO; GUERIN, 2005; SUNDAR;
CHATTERIJEE, 2006).

O protocolo terapéutico Fatores de Auto-organizacdo utiliza medicacdes com
denominacdo e farmacopeia que se aderem aos principios para medicamentos
homeopaticos. Sua utilizacdo adequada é capaz de produzir os fenbmenos observados
como descrito nas Leis de Cura de Hering, a caracteristica mais nobre apresentada nos
pilares da homeopatia. Os medicamentos foram eleitos para a elaboragdo deste
protocolo através do método artistico de repertorizacdo. O uso do repertério e a Lei da
Similitude demonstraram, a posteriori, confirmacdo da relacdo das medicacOes
utilizadas que foram inspiradas na quimica antiga e 0s centros consensuais de
consciéncia. Posteriormente se descobriu que a metodologia também funcionava para
animais e para vegetais. Estes fatos caracterizam qualitativamente o método com
afinidade extremamente suficiente para compor a miriade de terapéuticas contempladas

com a denominagdo homeopatia.

O antimonio € um conhecido medicamento ndo-ultradiluido utilizado no tratamento

para leishmaniose. As discussOes individualizadas sobre o efeito de cada um dos
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componentes do protocolo se afastam do contexto da utilizagdo do conjunto destes
medicamentos devido ao seu historico de desenvolvimento. Entretanto, este fato pode
ser assunto de futuros estudos com componentes individuais, entretanto, a tonica desta
terapéutica é a utilizacdo rigorosa dos 7 (sete) medicamentos na sequéncia de 25 (vinte e
cinco) administragdes. Posteriormente a esta pesquisa, cada sequéncia dos 25 (vinte e
cinco) medicamentos foi apresentada para uso de forma complexada para um simples
frasco. Esta facilidade simplifica sua utilizacdo tanto em delineamentos experimentais

quanto terapéuticos para 0s pesquisadores, prescritores e pacientes.

A alta carga parasitaria, o elevado indice de LDU e as lesdes histoldgicas sdo as
andlises cléassicas da patologia e compativeis com a descricdo na literatura. As
demonstragOes diretas e indiretas da Leishmania demonstraram que a infeccdo foi
estabelecida com sucesso nos animais (REQUENA et al., 2000). Ficou evidenciado que
a polarizacdo das diferencas estatisticas para 0 sexo dos animais de acordo com a
literatura (TRAVI et al., 2002; ANURADHA; KATIYAR, 1990).

Surpreendentemente, o tratamento reduziu a mortalidade significativamente entre as
fémeas com sobrevida total e é bastante curioso que 0 mesmo néo tenha acontecido com
0s machos. Mesmo que a literatura demonstre que fémeas apresentem maior resisténcia
com lesdes menores em modelos cutaneos devido as influéncias hormonais que alteram
o perfil das citocinas IL-4, IL-10 e TGF-beta. A doenca progressiva no baco esta
associada aos altos niveis de IL-10 e TGF-beta (STANLEY; ENGWERDA, 2007), mas
a total sobrevida de fémeas é um fato notavel para a concentracdo e patogenicidade do
agente inoculado. Além disso, o grupo controle apresentou significativamente mais
alopecia do que o grupo experimental, que é um dado caracteristico para melhor
evolugdo da doenca no grupo medicado, 0 que ndo aconteceu no grupo controle

positivo.

Tanto os machos quanto as fémeas tratados ganharam mais peso que seu respectivo
controle positivo com altissima significancia. O consumo de racao teve tendéncia para
diferenca entre machos (valor de p > 0,05, valor de p = 0,09) e isso poderia justificar o
ganho de peso para este sexo, mesmo que a racdo fosse oferecida ad libitum a todos os
animais. Entretanto, ndo explica porque o mesmo fendmeno de ganho de massa
altamente significante também aconteceu com as fémeas que apresentaram consumo

semelhante de racdo (valor de p > 0,05, valor de p = 0,38). O consumo de ragdo por
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gaiola também ndo foi considerado diferente entre 0s respectivos grupos experimentais
e controle. Por isso, o efeito sobre a massa corporal sugere que tenha ocorrido por efeito

principal da acdo da medicagdo nos animais do grupo experimental.

O hamster sirio macho utilizado neste estudo foi menor do que as fémeas. A
caracterizacdo do modelo utilizado é realizada por desambiguacdo da literatura, que ora
cita um ou outro como maior (GATERMANN et al.,, 2002). Todos os dados
apresentaram-se aderentes a normalidade de acordo com o teste de Lilliefors. Os
machos infectados ndo medicados com os Fatores de Auto-organizacdo apresentaram
menor massa corporal em relacdo as respectivas fémeas infectadas, a ocasido da
eutandsia entre 6 (seis) e 7 (sete) meses de idade, com alta significancia ao teste de
Mann-Whitney (valor de p < 0,001, valor de p = 0,0012). O mesmo aconteceu quando
se comparou todos os machos com todas as fémeas de todos os tratamentos, com alta
significancia ao teste de Mann-Whitney (valor de p < 0,001, valor de p < 0,0001). Para
estas duas andlises procederam-se teste ndo parameétrico porque a variancia entre as
amostras foram desiguais. Comparando-se os machos do grupo experimental com as
fémeas do grupo experimental ao teste t houve diferenga altamente significativa com
valor de p < 0,001, valor de p < 0,0001. Diferentemente das demais avalia¢Ges, houve

auséncia da variancia para os grupos medicados de ambos géneros.

A massa absoluta do baco nos machos foi maior significativamente, mas ndo a
relativa, e isso pode ser explicado pela maior massa significativa deste sexo. O
percentual do peso do bago para hamsters esta entre 0,08% e 0,17% de seu peso vivo
conforme o sexo e linhagem de laboratdrio ou selvagem (GATERMANN et al., 2002),
entretanto, os animais infectados apresentaram valores de 3,5 (trés e meio) até 7,5 (sete
e meio) vezes o esperado proporcionalmente para este 6rgdo pela avaliagdo do Indice
esplénico, que pode ser devido a maior atividade neste 6rgao para todos 0s animais por
estarem infectados. O figado ndo apresentou diferenca absoluta ou relativa em relagcdo
ao seu peso para nenhum sexo. Ao analisarmos a sobrevivéncia e ganho de peso
podemos identificar que o efeito da medicacao foi capaz de alterar o ganho de peso com
pequeno efeito do consumo de racdo, mas nao foi capaz de alterar a sobrevivéncia entre
machos, o que explicita novamente a diferenca de sexo para este modelo de infeccdo

experimental.
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A formacdo de granulomas na Leishmaniose Visceral em 6rgaos como figado e baco
¢ descrita em humanos (BOGLIOLO, 1956; RAMOS et al., 1994) caes
experimentalmente infectados com Leishmania chagasi (OLIVEIRA et al., 1993;
TAFURI, 1996), caes natural e experimentalmente infectados com Leishmania chagasi
no Brasil e Leishmania chagasi na Venezuela (SANCHEZ et al., 2004), camundongos e
hamsters experimentalmente infectados (GUTIERREZ et al., 1983; Mc ELRATH et al.,
1988; CERVIA et al., 1993; COBERT et al., 1992; RICA-CAPELA et al., 2003). No
figado os granulomas formam nddulos isolados, raramente confluentes, na luz dos
sinusoides (intralobulares), ocluindo ou ndo parcialmente 0s mesmos, nos espagos
porto-biliares e mais raramente na luz das veias centrolobulares. Constituem-se,
predominantemente, por macréfagos, parasitados ou ndo, algumas células epitelioides,
pequeno numero de linfocitos e raros granulécitos neutréfilos. No baco, os granulomas
sdo geralmente localizados na polpa vermelha ou sub-capsulares, sendo caracterizados
apenas por acumulos de macro6fagos, parasitados ou ndo, associados aos linfdcitos e

alguns neutrdfilos.

A dindmica ou cinética da formacdo dos granulomas hepéaticos na leishmaniose
visceral experimental murina tem sido descrita por varios autores (GUTIERREZ et al.,
1983; Mc ELRATH et al., 1988; CERVIA et al., 1993). Camundongos Balb\c
infectados com L. donovani desenvolvem granulomas hepaticos nas primeiras quatro
semanas da infeccdo. Em uma fase inicial, na primeira semana, 0s granulomas eram
constituidos por alguns macrofagos parasitados, alguns granulécitos (neutrofilos e
eosinofilos) e células mononucleadas de permeio (mondcitos e linfocitos). Na segunda
semana, observou-se a fusdo de macrofagos (células epitelioides) e aumento do influxo
de células mononucleadas, levando a formagdo de nddulos. Da quarta semana em
diante, os granulomas tornavam-se maduros, a medida que o parasitismo e o0 nimero de
células diminuia e a deposicdo de coldgeno aumentava. CERVIA et al., 1993,
trabalhando com camundongos Balb\c infectados com L. donovani tratados com MAbs
antiCR3 (CD11b), demonstraram que o afluxo de células mononucleares que ocorre
apos a fusdo dos macrdfagos € dependente da presenca de mondcitos CD11b positivos.
Além disso, a acdo dos MADbs antiCR3 ndo foi capaz de interromper a fusdo das células
de Kupffer e nem a organizagdo do manto linfocitario. Nos hamsters, estudos
relacionados a patogenia dos granulomas hepaticos também sdo descritos (CORBETT
etal., 1992).
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De acordo com diversos autores na literatura, os granulomas representam o sucesso
da resposta imune T-dependente (SHEFFIELD, 1990; MURRAY; NATHAN, 1999;
MURRAY, 2001). Na Leishmaniose visceral humana e canina, por exemplo, a presenca
de granulomas parece estar correlacionada com a cura espontanea ou manutencdo da
infecgdo em estados subclinicos (RAMOS et al., 1994; MURRAY, 2001; SANCHEZ et
al., 2004). Todavia, o efeito antimicrobicida da resposta granulomatosa parece ser
impreciso dependendo da relacdo hospedeiro-parasito. Isso significa que a formacdo do
granuloma ndo necessariamente garante a acdo microbicida caso a célula efetora
(mondcito-macréfago) seja refrataria a ativacdo por linfécitos T, ou seja,
intrinsecamente deficiente (MURRAY, 2001). Apesar de a resposta granulomatosa ser
efetiva, controlada e coordenada, a resolucdo da doenca ird depender de um balanco
fino da resposta imunoldgica entre os fatores que irdo controlar o crescimento da
leishmania com inducdo da imunidade e os fatores que irdo permitir que o parasito
permaneca e produza a doenca (STANLEY; ENGWERDA, 2007).

A deplecéo linfocitéaria foi menor com leve significancia para o grupo experimental
de fémeas em relacdo ao controle. E importante ressaltar que a lesdo classica da
deplecédo linfocitaria da bainha periarteolar da polpa branca do bago freqlientemente
encontrada em hamsters experimentalmente infectados com parasitos do género
Leishmania (complexo Leishmania), em nenhum momento foi significativo neste
estudo. Assim, baseado em todos esses fatos, é licito especular sobre a possibilidade de
modulacdo dos parametros pela medicacdo ultra-diluida utilizada (VAN
WASSENHOVEN, 2005; BELLAVITE, 2005; BELLAVITE 2006a,b; BONAMIN,
2007). Esta modulacdo pode depender da dinamizacdo do medicamento ultra-diluido
que se apresenta em padrdes oscilatérios nas curvas de poténcia-efeito (BONAMIN,
2007), com diferencas clinicas aprecidveis (MOREIRA et al., 2008; MONTEIRO DA
SILVA; GOLOUBEFF, 2008; GOLOUBEFF; MONTEIRO DA SILVA, 2008).

Ao associarmos os dados de auséncia de mortalidade em fémeas medicadas com o
leve aumento a imunoistoquimica de amastigotas no bago podemos cogitar uma
repeticdo do fendmeno cicle arrest ja descrito na literatura, entretanto, para modelos de
cancer, tripanossomas e plasmodios com tratamentos por substancias ultra diluidas
(FRENKEL et al., 2009, SAHA et al., 2013, LOPES et al., 2006). A paralisacdo do
desenvolvimento da doenca teria sido o suficiente para demonstrar alteracOes

importantes na clinica, em especial para a sobrevida, com leve aumento no 6rgdo em
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questdo, resultado semelhante descrito na literatura ocorrido com plasmédios (LIRA-
SALAZAR; MARINES-MONTIEL, 2006).

Como estudo inicial, identificamos alteragdo no curso da doenga provocada pela
medicacdo e esta influéncia se manifestou de forma diferenciada conforme o sexo dos
hamsters. Ao considerar que a relacdo hospedeiro-parasito serd influenciada pelo sexo
através da acdo de hormoénios (ANURADHA; KATIYAR, 1990; TRAVI et al., 2002); a
determinacdo para evolugdo da doenga no baco ou a resolu¢cdo com formacdo de
granulomas no figado, em ultima instancia, sera determinada por um ajuste fino na
resposta do sistema imunologico (STANLEY; ENGWERDA, 2007); e que as
medicacgdes ultra diluidas séo capazes de causar imunomodulacéo e cicle arrest (LIRA-
SALAZAR et al., 2006; LOPES et al., 2006; FRENKEL et al., 2009; SAHA et al.,
2013), observamos que a medicacdo alterou o curso da doenca de forma significativa,

em especial favoravel para o sexo feminino.

Futuros estudos podem avaliar o risco de transmissdo quando ocorre o fendmeto de
cicle arrest com relacdo a desta doenca. A avaliacdo da pele e do tecido nasal do
hamster (BELEHU; TURK, 1976) ou pelo fleb6tomo é realizada através do
xenodiagndstico (VERCOSA et al., 2008, VERCOSA et al., 2012). Os efeitos em
relacdo a ampla gama de escalas e poténcias, associada ou ndo a outros modelos e
tratamentos — como a castracdo de cdes machos, ou associacdes com medicacdes
tradicionais para Leishmaniose, poderdo determinar a melhor relagdo entre efeito e
escala e/ou poténcia para tratar esta enfermidade negligenciada com potencial de se
disseminar conforme € observada a expansdo dos territorios com aumento de

temperatura.

58



6. Conclusoes

Os achados de parasitismo tecidual e as alteracfes histoldgicas observados nos

hamsters séo caracteristicos da infec¢do por Leishmania chagasi descrita na literatura.

Os Fatores de Auto-organizacao preveniram a perda de massa (peso vivo) de forma

extremamente significativa ocorrida para ambos 0S Sexos.

A infeccdo experimental foi influenciada pelo sexo de hamsters com maior

severidade para machos.

O tratamento determinou uma mudanca clinica qualitativa para melhor no curso da
infeccdo para fémeas para os parametros de sobrevida e alopecia mas com aumento da

parasitemia no baco.

O tratamento com a medicacdo ultra diluida apresentou diferenca na resposta por

sexo e este & um fato raramente relatado.

Os fendmenos observados sugerem que esta medicacdo apresente acao sobre o curso

da infeccdo por Leishmania (Leishmania) chagasi para futuros estudos aprofundados.
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Abstract

The Leishmaniasis is an old disease, neglected and relapsing which deserves a new solution. It
spreads between the tropics and subtropics, appearing in the visceral, mucocutaneous and cutaneous
forms, and occurring in humans and specially dogs. The host-parasite interaction is affected by the gender
due to the hormonal influence on the immunity. The etiologic agent utilized in this study was the protozoa
Leishmania  (Leishmania) chagasi, also known by Leishmania infantum, strain
MHON/BR/1972/BH400 originaly from the canine visceral form, at the concentration of 1 x 10°
promastigotes. The hamster is a classic model, and was utilized in this study due of its susceptibility to the
disease, presenting clinical, histological and parasitological symptoms with high lethality. The established
human treatments present resistance, side effects, and are nephro and hepatotoxic, but if not treated, the
disease is lethal. The FAO therapeutic (Factors of Self Organization) is a homeopathic modality
conceived as an action-research and can treat many clinical pathologies in humans and animals. The ultra
high dilutions that compose the series are: Antimonium crudum (antimony sulfide); Kali carbonicum
(potassium carbonate); Mercurius solubilis (mercury nitrate); Sulphur (sulphur); Natrum muriaticum
(sodium chloride); Aurum metallicum (gold); Ammonium muriaticum (ammonium chloride). The
potencies 5 (five) and 3 (three), 12 (twelve) and 3 (three) of the fifty-millesimal scale, popularly known as
LM, were used in this order and administered in 2 (two) penta series, performed on the 17" (seventeenth)
and 20" (twentieth) days after the agent inoculation. The clinical signs evaluated were survival, body
mass evolution, food consumption, alopecia, activity decrease, dehydration, cachexy and ascites. The
signs of parasitic load in spleen and liver were analyzed by immunohistochemistry to Leishmania
amastigotes, spleen and liver LDU index, splenic and hepatic index. The macroscopic and microscopic
changes evaluated by semi-quantitative or qualitative analysis to spleen histopathology were: tissue
parasitism, splenic granuloma, red pulp macrophage hyperplasia, and white pulp depletion; and to liver
were: tissue parasitism, intralobular granuloma, portal inflammation, Kupffer cells hyperplasia,
amyloidosis, hyperemia (congestion). The group comparison was made between experimental and
positive control of the same gender and was considered significant to values of p < 0,05. The tests
performed were Lilliefors test to normality, t test, Mann-Whitney, two-way variance analysis, Log-Rank
test and Fishers exact test. This study had prior approval of the Animal Experimentation Ethical
Committee of UFMG (CONCEA) registration 210/2007. This model infection success was confirmed
by the direct demonstration of the parasite in the smear. The animals were followed from the 3 month of
life until the 106" day of infection; the gender factor influenced the disease development and the
treatment effect. Significantly (values of p < 0,05), the survival and the alopecia reduction were lower,
and the immunohistochemistry higher, in all medicated females; the body mass was increased in treated
males and females; and there was a decrease in the granuloma formation in medicated males, all
compared respectively to positive controls. The food consumption parameters, spleen
immunohistochemistry for males, depletion, parasitism, Kupfer cells, and hepatic index, presented
absence of significance of p value between 0,05 and 0,10. Considering that the host-parasite relationship
will be influenced by the gender hormonal action, the determination of disease evolution in spleen or the
liver granuloma development, in the last instance, will be determined by a fine adjust in the immune
system response; the ultra high diluted medicines are capable of causing immunomodulation and cycle
arrest; was observed that the medicine altered the disease course significantly, specially favorable to
females. Future studies can identify the phenomenon of this mechanism; evaluate the risk of this parasite
skin transmission, and also the effects in relation to a wide range of scales and potencies, associated or not
to other treatments, to determine the better association between the scale-potency effects to this
therapeutic tool.
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8. Anexos

Anexo | - Protocolo de imunizagao para coelhos

Anexo Il - Certificado do comité de ética para pesquisa

Anexo 11 - Figuras histoldgicas coloridas transformadas para preto-e-branco
Figura 3 -imagensA,B,C,D,E,F,GeH
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Anexo | - Protocolo de imunizagéo para coelhos
Producéo in house de anticorpo policlonal antileishmania

Material:

- 2 Seringas de 3 mL e de 50mL de plastico

-PBS 1X

- Adjuvante de Freud completo (com micoplasma) e incompleto (Sigma s5881)
- Algodéo

- Tesoura

Preparo do antigeno: 10’ formas de Leishmania chagasi em fase estacionaria.

1) Em 500 pl de PBS 1X inativar as formas de leishmaia & 65°C, 45 min — Banho Maria.
2) Misturar - 500 ul do AG a 800* ul do adjuvante de Freud completo. *Ao preparar a
emulsdo ocorre perda, por isso, usar 800 ul ao invés de 500 ul exatos.

3) Pegar a mistura com uma das seringas, acoplar ao tree way e aspirar a mistura varias
vezes até formar uma emulsdo* que quase ndo se consegue puxar com a seringa.

*Para saber se a emulsdo esta pronta pingar uma gota na agua, se ela ndo se desmanche
ja esta adequado para uso.

5) Antes da 12 imunizacdo retirar amostra de sangue do coelho (pré-imune) negativo
mais ou menos 10 mL de sangue. Passar Xilol na orelha do coelho para dilatar a veia e
facilitar a puncédo da veia. Passar alcool para voltar ao normal.

6) 12 Imunizacdo — Dividir 500 uL em 2 aplica¢des de cada lado no muasculo interno da
coxa (intramuscular). Realizar tricotomia no local para melhor visualizacdo e passar
alcool.

7) 2% Imunizacdo — 15 dias ap6s — Repetir o procedimento acima, entretanto com
adjuvante incompleto.

8) 32 Imunizacdo — 15 apds a 22, repetir o procedimento com adjuvante incompleto.

9) Retirar soro do coelho de 10 a 15 dias apds a ultima imunizagéo e avaliar titulacdo de
anticorpo, se for satisfatdria pode retirar sangue do coelho por até 3 semanas.

10) Posterior - promover uma nova imunizacgdo semelhante a ultima coletar mais soro.

68



Anexo 111 — Figuras em preto-e-branco
Figura 3 -imagensA,B,C,D,E,F,GeH




Anexo 111 — Figuras em preto-e-branco
Figura4 —imagensA,B,C,D,E,F,GeH
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Anexo 111 — Figuras em preto-e-branco
Figura5—imagens A,B,C,D,EeF
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